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Los digestores anaerobios se han convertido en foco de atención en los últimos años. Estos son 
unidades de las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) en las que un grupo 
complejo de microorganismos se encargan de descomponer la materia orgánica compleja en 
ausencia de oxígeno dando lugar a un biocombustible conocido como biogás, el cual es una 
fuente de energía renovable que se puede utilizar en el propio proceso, por ejemplo, en el 
calentamiento del digestor o para abastecer parte del consumo energético de la planta.   
 
Así pues, en los últimos años, para mejorar el rendimiento de producción de biogás en los 
digestores se han empezado a utilizar los residuos de otros procesos industriales. Básicamente 
estos procesos, conocidos como codigestión anaerobia, consisten en el tratamiento conjunto de 
los fangos producidos en la línea de aguas más residuos orgánicos diferentes para conseguir una 
óptima recuperación de la energía. La complejidad de su aplicación a escala real hace necesario 
el estudio del uso de diferentes tipos de cosustratos, donde la viabilidad de la aplicación de cada 
tipo de sustrato depende de sus propiedades fisicoquímicas y su contenido en nutrientes, dado 
que se trata de un proceso microbiológico.   
En estos sistemas, conocer la microbiología que se desarrolla es de crucial importancia para 
obtener buenos rendimientos de biogás en el digestor anaerobio. Por esto surge este trabajo, el 
cual ha permitido conocer de forma global algunas poblaciones microbianas y las diferencias 
que existen en cuanto a presencia y abundancia de las poblaciones microbianas involucradas en 
los procesos de digestión y codigestión anaerobios llevados a cabo en diferentes EDAR de la 
provincia de Valencia: Quart-Benàger, Gandía y Ontinyent, y se ha evaluado su relación con los 
parámetros operacionales. Todos operan en condiciones mesofílicas, pero a diferentes tiempos 
de retención celular y los dos primeros son alimentados con cosustratos de composiciones 
diferentes. Este trabajo se enmarca en un convenio con la Cátedra de Aguas de Valencia, lo que 
ha facilitado la adquisición de las muestras. 
La identificación de las poblaciones microbianas se ha llevado a cabo empleando la técnica 
molecular FISH (Fluorescent in situ hybridization). Esta técnica reveló la presencia de bacterias 
de los phylum Firmicutes, Actinobacteria, Chloroflexi y de la clase Betaproteobacteria, así como 
de bacterias sulfatoreductoras (SRB) con diferentes abundancias en los tres digestores. En 
cuanto a la presencia de arqueas metanogénicas, se identificó el orden Methanosarcinales, 
Methanobacteriales y Methanomicrobiales, aunque éstos dos últimos solo se detectaron en dos 
de los tres digestores y presentaban una abundancia menor a un 1% respecto del total de 
arqueas y bacterias. De las metanogénicas detectadas, el orden Methanosarcinales fue el 
predominante en todas las muestras de los tres digestores, siendo el género Methanosaeta el 
único detectado. Esta técnica no reveló la presencia del orden Methanococcales. La comunidad 
microbiológica presentó más variabilidad entre las muestras en el digestor de Quart-Benàger en 
comparación con los otros dos, digestor en el que se añade más cantidad y variedad de 
cosustratos. En los otros dos digestores se observó que la población no variaba estadísticamente 
entre las muestras. 
Posteriormente se estudió la posible influencia de los parámetros de operación y de las variables 
fisicoquímicas del proceso sobre la población microbiológica. La abundancia detectada para los 
phylum Actinobacteria y Chloroflexi en el digestor de QB parece verse afectada por las 
variaciones del tiempo de retención celular (TRC) y de la temperatura, ya que un TRC más 
elevado supone una mayor estabilización del fango y, por lo tanto, una menor concentración de 
bacterias. Además, esto coincide con una disminución de la concentración de ácidos grasos 
volátiles en el digestor. En los digestores de Gandía y Ontinyent no se ha observado ninguna 
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relación con los parámetros debido a la poca variabilidad de éstos y de la comunidad 
microbiológica. 
En cuanto a los cosustratos añadidos, no se ha visto ningún efecto claro sobre la población 
microbiológica detectada ni en el rendimiento en cuanto a porcentaje de metano en el biogás 
en cada digestor. Esto tiene sentido ya que no se conoce qué fracción de esa DQO está disponible 
para los microorganismos. Probablemente, las cargas orgánicas debidas a los cosustratos sean 
muy bajas y éstas tengan que superar un cierto umbral para notar un efecto en el rendimiento 
del digestor. 
Una comparación de la producción de biogás entre los tres digestores ha puesto de manifiesto 
como el mayor rendimiento del digestor de QB parece estar relacionado con la utilización de 
tiempos de retención celular (TRC), temperaturas (T) y cargas orgánicas debida al cosustrato 
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En las últimas décadas, la demanda energética del ser humano ha aumentado de forma 
exponencial. Hasta el día de hoy, estas necesidades se han cubierto con fuentes de energía 
fósiles. Sin embargo, los inconvenientes que presentan este tipo de combustibles, como su 
elevado poder contaminante, su inevitable agotamiento y su baja sostenibilidad económica, 
llevan a la búsqueda y al estudio de otras posibilidades. Es aquí donde entran en juego las 
energías renovables y los biocombustibles.  
 
Por otra parte, este uso desenfrenado de los recursos naturales, y la forma de vida actual, da 
lugar a una gran cantidad de residuos, tanto urbanos como industriales, cada vez más complejos 
y más difíciles de tratar. Es por esto por lo que la depuración de aguas se ha puesto de relieve 
para permitir la reutilización de los recursos hídricos y un desarrollo sostenible. 
 
En una típica estación depuradora de aguas residuales (EDAR), una importante cantidad de 
fango se recoge de la sedimentación primaria y del proceso de fangos activados y deben ser 
tratados antes de su eliminación para la protección del medio ambiente. Además, el tratamiento 
de estos fangos puede suponer hasta el 60% del coste total asociado con el tratamiento de aguas 
residuales municipales (Ramakrishna et al., 2005). En relación con esto, se han realizado 
numerosas investigaciones dedicadas a minimizar la generación de lodos (Semblante et al., 
2014) y optimizar el tratamiento del fango (Brisolara et al., 2011). Entre las opciones 
actualmente disponibles para el tratamiento de lodos de aguas residuales, la digestión 
anaerobia es probablemente la tecnología más ampliamente utilizada. 
 
Con el fin de optimizar los procesos de digestión anaerobia presentes en la línea de fangos de 
las EDAR unido a la creciente preocupación por la eliminación de las grandes cantidades de 
desechos orgánicos procedentes de fuentes domésticas, industriales y agrícolas se han 
desarrollado nuevas tecnologías de digestión anaerobia que responden a procesos de 
codigestión anaerobia. En este proceso el fango generado en la línea de aguas, el cual presenta 
una baja concentración de materia orgánica y de sólidos volátiles, lo que hace que generalmente 
el digestor opere a bajas cargas orgánicas, es codigerido con otros sustratos biodegradables que 
compensan las carencias que cada sustrato tiene por separado para aumentar la producción de 
biogás. 
 
En este proceso intervienen diferentes grupos de microorganismos que actúan de forma 
sintrófica. El desequilibrio entre los diferentes grupos microbianos puede conducir no sólo a una 
disminución en la producción de metano sino también al fallo del proceso por la acumulación 
de productos intermedios que pueden inhibir a los microorganismos. Existe mucha información 
sobre la estructura de la comunidad biológica en digestores anaerobios a escala piloto. Gracias 
a la generalización de las técnicas de biología molecular, se han ensayado varias técnicas 
cualitativas, como DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), y cuantitativas, como qPCR 
(Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction) o FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), 
para el estudio de la dinámica de las poblaciones microbianas en relación con los diversos 
parámetros de operación y control empleados para describir el comportamiento a nivel 
macroscópico de los biorreactores. Consecuentemente, la caracterización microbiológica está 
cambiando la visión paradigmática del biorreactor como una “caja negra” y permite establecer 
un diagnóstico preciso de los procesos implicados a escala microbiana. Sin embargo, se ha 
encontrado muy poca información sobre la composición de las comunidades microbianas en 
digestores anaerobios a escala real, sometidos a fluctuaciones derivadas de cambios de la carga 
orgánica, de las condiciones climáticas o de la composición del agua residual.  
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La microscopia tradicional nos aporta información tanto cualitativa como cuantitativa de una 
importante diversidad de componentes del fango activo que en el digestor están en proceso de 
degradación. La aplicación de nuevas técnicas microscópicas semicuantitativas, como las de 
viabilidad celular, nos permiten observar la abundancia de células viables y células muertas, pero 
no permiten la identificación de los microorganismos a nivel de especie, ni su discriminación en 
categorías taxonómicas superiores (por ejemplo, eubacterias versus arqueobacterias). Para una 
caracterización más detallada de las poblaciones microbianas se puede utilizar la técnica FISH, 
aunque es precisa la realización de estudios previos de la microbiología para la obtención de 
sondas específicas. Esta dificultad podría ser superada con la aplicación de la DGGE, que, aunque 
es una técnica no cuantitativa permite obtener una visión bastante precisa de las especies 
predominantes, así como su posterior identificación mediante la secuenciación del ADN. Sin 
embargo, es una técnica muy costosa, tanto en tiempo como en dinero.  
 
1.1. Digestión anaerobia 
 
La digestión anaerobia es un proceso biológico de degradación de la materia orgánica compleja 
en ausencia de oxígeno para dar metano, el cual es una fuente de energía que puede 
aprovecharse en el mismo proceso, y dióxido de carbono.  
 
La historia de este proceso tiene su origen en la naturaleza, sin embargo, no fue hasta el siglo 
XVIII cuando Volta estudió el gas combustible que se formaba en pantanos y aguas residuales. 
En 1804, Dalton estableció la fórmula química y la asoció con el gas metano, y en 1868 
Beauchamp determinó la participación de microorganismos unicelulares en el proceso. En 1875 
Propoff descubría que sólo se formaba biogás en condiciones anaerobias, y finalmente, en 1884, 
Pasteur analizó la intervención de la temperatura en el proceso de digestión a partir de residuos 
de origen animal, proponiendo el uso del biogás para iluminar las calles.  
 
La digestión anaerobia en la historia de los países industrializados se ha centrado en la gestión 
de residuos y a partir de la crisis energética de los años setenta, la biometanización se planteó 
como una forma plausible de obtención de energía. Fue Dinamarca en 1985 donde comenzó un 
programa de desarrollo para potenciar las plantas de digestión anaerobia como productores de 
energía eléctrica.  
 
El biogás producido en la digestión anaerobia tiene un alto contenido en metano, con un elevado 
poder calorífico, del orden de 5250 kcal/m3. Así, la energía que contiene 1 m3 de metano 
equivale a la energía de 0,6 m3 de gas natural (IDAE, Instituto para el Desarrollo y Ahorra de 
Energía, octubre 2007), de ahí el interés de la digestión anaerobia frente a otro tipo de 
tratamiento de residuos.   
 
La digestión anaerobia es ampliamente usada en las EDAR para estabilizar la mezcla de fangos 
primarios y secundarios previamente a su aplicación sobre el terreno o su posterior tratamiento 
térmico, al mismo tiempo que se produce energía para contrarrestar parte de la que se consume 
en el proceso de tratamiento. Además, durante este proceso, nutrientes cómo nitrógeno y 
fosforo son liberados a la fase líquida en forma de amonio y fosfato, por lo que la digestión 
anaerobia puede ser también una excelente opción para la recuperación de nutrientes (Xie et 
al., 2013). 
 
Los procesos anaerobios se dan en cuatro pasos sucesivos (Figura 1): 
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Figura 1. Etapas, sustratos y productos de la digestión anaerobia. 
 
- Hidrólisis: Proceso de transformación de moléculas de gran tamaño y peso molecular 
en moléculas más pequeñas para facilitar su transporte a través de la membrana celular, 
realizado mediante la acción de enzimas extracelulares sintetizadas por los 
microorganismos. Tiene lugar la hidrólisis tanto de la materia particulada como de la 
disuelta. Este proceso es realizado por bacterias hidrolíticas (heterótrofas anaerobias) 
tales como Clostridium, Proteus vulgaris, Peptococcus, Bacteroides, Bacillus, Vibrio, 
Aacetivibrio cellulolyiticus, Staphylococcus y Micrococcus (Amani et al., 2010). Este 
proceso es normalmente más lento que los de crecimiento biológico, por lo que suele 
convertirse en el limitante. 
 
- Acidogénesis: Se produce la fermentación de las moléculas orgánicas solubles 
generadas en la hidrólisis dando lugar, por una parte, a compuestos que pueden ser 
utilizados directamente por las arqueas metanogénicas, como ácido acético o fórmico, 
o H2, y por otra parte a compuestos que posteriormente serán oxidados por bacterias 
acetogénicas en la siguiente fase, como ácido propiónico, butírico o láctico. Diversos 
microorganismos intervienen en la degradación de azúcares, aminoácidos, y ácidos 
grasos de cadena larga, obteniéndose ácido acético, ácidos de cadena corta y otros 
compuestos. 
 
- Acetogénesis:  En esta fase tiene lugar la degradación por parte de microorganismos 
acetogénicos de algunos productos intermedios de la acidogénesis que no pueden ser 
utilizados directamente por los microorganismos metanogénicos, dando lugar a 
productos sencillos como ácido acético, H2 y CO2. 
 
- Metanogénesis: Consiste en la conversión de los ácidos orgánicos volátiles y el 
hidrógeno en metano y otros productos simples por acción de microorganismos 
anaerobios estrictos que reciben el nombre de arqueas metanogénicas. Las especies 
que han sido identificadas como arqueas metanogénicas se clasifican en (Seeliger et al., 
2002):  
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o Las que convierten el acetato en metano y dióxido de carbono por la ruta 
acetoclástica como Methanothrix soehngenii y Methanosaeta concilii. 
o Las que producen metano a partir de hidrógeno y CO2 por la ruta 
hidrogenotrófica como Methanobacterium bryantii, Methanobacterium 
thermoautotrophicum y Methanobrevibacter arboriphilus. 
o Las especies que consumen formiato, hidrógeno y CO2 y producen metano tales 
como Methanobacterium formicicum, Methanobrevibacter smithii, y 
Methanococcus voltae. 
 
1.2. Microorganismos involucrados en el proceso anaerobio 
 
En los sistemas de tratamiento de aguas residuales se encuentran una amplia variedad de 
microorganismos como bacterias, protozoos, algas, hongos, rotíferos y nemátodos, siendo las 
bacterias las que constituyen el 95% de la biomasa en el proceso de fangos activados (Seco A. y 
Ferrer J., 2003). En los digestores anaerobios, la mayor parte de los microorganismos que 
intervienen son estrictamente anaerobios, por lo que la presencia de oxígeno en el medio 
provoca su desaparición. 
 
La digestión anaerobia involucra muchas especies de microorganismos simbióticos que pueden 
dividirse en dos amplios grupos: acidogénicas y metanogénicas. Estos dos grupos se diferencian 
considerablemente en su fisiología, cinéticas y requisitos de crecimiento (Yang et al., 2003). 
Según diversos estudios, trabajar con dos digestores en serie permite optimizar las condiciones 
ambientales para cada uno de los dos grupos de microorganismos, disminuir costes y mejorar la 
eficiencia del proceso (Gough et al., 1987; Yang et al., 2003; Ke y Shi, 2005; Saddoud et al., 2007).   
 
Los microorganismos se clasifican en categorías taxonómicas, donde un grupo abarca a otros y 
está, a su vez, subordinado a uno mayor. Las principales unidades son las siguientes, ordenadas 
de mayor a menor: Dominio, reino, phylum, clase, orden, familia, género y especie. Así, la 
especie es la categoría más pequeña y es la base sobre la cual se construyen las demás 
categorías. Por su parte, el dominio, abarca a todo lo que está por debajo. Cada una de estas 
categorías recibe el nombre de Taxón.  
 
1.2.1. Arqueas metanogénicas 
 
Las arqueas metanogénicas son organismos unicelulares estrictamente anaerobios que 
producen metano (CH4) como producto final de su metabolismo. Gracias a esta característica, 
este tipo de organismo tiene una gran importancia ecológica. Pertenecen al phylum 
Euryarchaeota del dominio Archaea (Ferry et al., 2010). A pesar de que comparten un conjunto 
de características fisiológicas, son filogenéticamente muy diversas. Según Borrel et al. (2011), la 
taxonomía actual clasifica a las arqueas metanogénicas en 6 órdenes y 31 géneros todos 
pertenecientes al phylum Euryarchaeota basado en un análisis comparativo de la secuencia 16S 
del rRNA, así como en un número de propiedades fisiológicas como sustratos para la 
metanogénesis, requerimientos nutricionales, morfologías y estructuras de la envoltura celular. 
Entre estos 6 órdenes, Methanocellales fue propuesto recientemente por Sakai et al. (2008) 
como resultado del análisis de un microorganismo aislado de un arrozal (Ferry et al., 2010). 
 
Existen grandes diferencias fisiológicas y morfológicas entre ellas. Dentro de cada familia e 
incluso hasta en cada género, se encuentran organismos con morfología diferente, por ejemplo, 
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dentro de la familia Methanomicrobiaceae, hay metanógenas en forma de cocos, de espiral y de 
bastón. De la misma forma, dichos microorganismos, se encuentran en diferentes ambientes, y, 
por ende, tienen metabolismos diferentes, al reducir sustratos diferentes para obtener metano, 
siendo los más importantes el acetato y el hidrógeno (Van Kuijk et al., 1998; Ken F. Jarrell et al., 
1987). 
 
Las arqueas metanogénicas son capaces de utilizar diversos sustratos para la producción de 
metano (Wang et al., 2000; Conrad et al., 2007; Borrel et al., 2011) a través de 3 rutas 
metabólicas diferentes: 
 
- Hidrogenotrófica: transformación de hidrógeno, formiato o ciertos alcoholes a metano 
utilizando CO2 como aceptor de electrones. La capacidad de utilizar H2 como dador de 
electrones para la reducción de CO2 es casi universal entre las arqueas metanogénicas. 
- Metilotrófica: el sustrato energético lo componen una variedad de compuestos 
metilados como metilamina y trimetilamina, y pueden servir como sustratos para unos 
cuantos taxones de arqueas metanogénicas. 
- Acetoclástica: transformación de acetato a metano donde el carbono metilo del acetato 
es reducido a metano y el carbono carboxilo es oxidado a CO2. La capacidad de 
catabolizar este sustrato se limita a las especies de Methanosarcina (Zinder et al., 1985) 
y Methanosaeta (Zinder et al., 1987) del orden Methanosarcinales. 
 






Este orden contiene dos familias: la Familia Methanobacteriaceae y la Familia 
Methanothermaceae. La primera familia está formada por cuatro géneros morfológicamente 
distintos: Methanobacterium (algunas especies son termofílicas y unas pocas son alcalófilas y se 
encuentran en varios hábitats de agua dulce), Methanothermobacter (metanógenas 
termofílicas), Methanobrevibacter, Methanosphaera (organismos gram-positivos de forma 
esférica). La segunda familia consta de un solo género como Methanothermus y sus dos 
especies. Ambas son termófilas extremas y han sido aisladas de aguas termales. Como 
metanógenos hidrogenotróficos todos utilizan hidrógeno y dióxido de carbono mientras que 






Consta de 2 familias, Methanococcaceae y Methanocaldococcaceae y 4 géneros de 
metanogenos hidrogenotróficos aislados únicamente de ambientes marinos y costeros. Todas 
las especies usan tanto hidrógeno como formiato como dador de electrones excepto las 3 
especies de Methanocaldococcus que no son capaces de utilizar formiato. Presentan una gran 
diversidad en el rango óptimo de temperatura de crecimiento variando de 18 a 94°C. La familia 
Methanococcaceae contiene 2 géneros: Methanococcus que incluye 5 especies mesofílicas y 
Methanothermococcus que incluye especies termófilas. Por otro lado, la familia 
Methanocaldococcaceae está formada por dos géneros termófilos (Methanocaldococcus y 
Methanotorris).  
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Comprende 3 familias y 9 géneros de metanógenos hidrogenotróficos. La familia 
Methanomicrobiaceae contiene 7 géneros con una variedad de diferentes morfotipos, la familia 
Methanocorpusculaceae con el género Methanocorpusculum que incluye especies mesofílicas. 
Por último, la familia Methanospirillaceae que contiene el género Methanospirillum también 
con especies mesofílicas.  
 
Todos los organismos pertenecientes al orden Methanomicrobiales pueden crecer utilizando H2 
+ CO2 como sustrato, mientras que muchos de ellos también pueden utilizar formiatos y unos 
pocos pueden utilizar alcoholes. Por el contrario, no pueden utilizar acetato ni compuestos 
metilados. Pueden vivir en diversos hábitats anaerobios como sedimentos marinos (Rivard et 
al., 1983) y de agua dulce (Blotevogel et al., 1991), digestores anaerobios (Ollivier et al., 1985) y 





Está constituido por dos familias, Methanosarcinaceae y Methanosaetaceae, y 9 géneros. Sólo 
dos géneros de metanogénicas y que pertenecen a este orden, Methanosaeta y Methanosarcina 
son capaces de producir metano a partir de ácido acético por una reacción acetoclástica (Van 
Kuijk et al., 1998). Esto es importante ya que habitualmente dos terceras partes o más del 
metano producido en el proceso de digestión anaerobia procede del ácido acético, lo que explica 
que estos géneros hayan sido encontrados como dominantes en procesos de digestión 
anaerobia mesofílicos (Ahring et al., 1995; Patil S. et al., 2011). Methanosaeta Concilii es una 
especie acetoclástica y es la única mesofílica de su género, otras especies son termófilas (Daly K. 
et al., 2000). Por su parte, Methanosarcina barkeri es metabólicamente el organismo 
metanogénico mesofílico más versátil aislada en un cultivo puro, puesto que puede generar 
metano a partir de H2 y CO2 (hidrogenotrófica), de metanol y metilaminas (metilotrófica) y de 
acetato (acetoclástica) (Van Kuijk et al., 1998). 
 
Así, de los dos géneros, Methanosaeta son metanógenos acetoclásticos obligados que sólo 
crecen con acetato y poseen una mayor afinidad por éste que las especies de Methanosarcina, 
pudiendo sobrevivir con concentraciones mínimas de hasta 5-20 μM (Smith et al., 2007). 
Además, se ha visto que Methanosaeta es el grupo dominante en digestores anaerobios 
Mesofílicos (Guo et al., 2015). Como se ha visto en numerosos estudios (Schonheit et al., 1982; 
Ahring et al., 1995; Lens PNL & Kuenen 2001), en ecosistemas donde la concentración de acetato 
es alta, las especies de Methanosarcina son más abundantes que Methanosaeta. 
 
Algunos estudios han sugerido que los metanógenos hidrogenotróficos son dominantes a 
temperaturas termofílicas y durante la inhibición debida a alta concentración de ácidos grasos 





Representa un grupo de metanógenos hipertermofílicos capaces de sobrevivir a 110 ºC y que no 
tienen relación con el resto de metanógenos conocidos (Huber et al., 2001). La única familia, 
Methanopyraceae, incluye sólo una especie, Methanopyrus Kandleri que es una arquea gram-
positiva hidrogenotrófica capaz de crecer con H2 y CO2. Han sido aislados de sedimentos marinos 
geotérmicos. 
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Estudios genómicos demuestran que estos metanógenos producen metano a partir de la 
reducción de CO2 con H2, que son capaces de metabolizar aminoácidos y azúcares simples, y que 
han desarrollado mecanismos de defensa para diversas especies reactivas del oxígeno, lo cual 
demuestra su adaptación a ambientes ricos en nutrientes y con relativa cantidad de oxígeno, 
características principales de sus hábitats (Conrad et al., 2006). Habitan principalmente en 
arrozales y suelos pantanosos. 
 
Fuera de esta clasificación, recientemente se ha propuesto un nuevo orden, lo que daría lugar a 
la existencia de 7 órdenes de arqueas metanogénicas. Así, el orden Methanoplasmatales está 
compuesto por especies que habitan los tractos digestivos de termitas y cucarachas, que llevan 
a cabo metanogénesis a partir de metanol y H2. Por su afiliación con Thermoplasmatales, 
arqueas también pertenecientes a al phylum Euryarchaeota, el nombre provisional de este 
nuevo orden es Methanoplasmatales (Borrel et al., 2013). 
 
En la tabla 1 se recogen algunas características de arqueas metanogénicas típicas en digestores 
anaerobios hasta ahora estudiados. 
 
Tabla 1. Características de arqueas metanogénicas típicas en digestores anaerobios (Amani et al., 2010). 
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Figura 2. Árbol filogenético de las arqueas metanogénicas y otros euryarchaeotes basado en las secuencias del 16S 
rRNA (Whitman et al., 2001). 
 
1.2.2. Bacterias hidrolíticas, acidogénicas y acetogénicas 
 
La comunidad bacteriana presente en un digestor anaerobio es muy diversa y compleja, 
pudiéndose diferenciar de forma simplificada entre bacterias hidrolíticas, acidogénicas o 
fermentativas y sulfatoreductoras. La abundancia relativa de bacterias dentro de un digestor 
anaerobio típico a menudo es mayor de 1016 células/ml. Esta población consiste en bacterias 
sacarolíticas (aprox. 108 células/ml), bacterias proteolíticas (aprox. 106 células/ml), bacterias 
lipolíticas (105 células/ml) y metanogénicas (108 células/ml) (Gerardi et al., 2003). 
 
Diversos estudios de identificación de bacterias en procesos de digestión anaerobia han 
detectado, principalmente, 4 phylum con diferente abundancia relativa: Chloroflexi, 
Proteobacteria, Bacteroidetes and Firmicutes (Rivière et al., 2009; Nelson et al., 2011; Lee et al., 
2012b; Wirth et al., 2012; Sundberg et al., 2013) aunque la comunidad bacteriana es altamente 
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influenciada por las características del sustrato, así como por las condiciones de operación 
(Sundberg et al., 2013). 
 
Las bacterias hidrolíticas en procesos de digestión anaerobia se encuentran dentro de 5 
phylums: Firmicutes, Bacteroidetes, Fibrobacter, Spirochaetes y Thermotogae (Azman et al., 
2015). Firmicutes y Bacteroidetes forman el grupo más abundantes de bacterias hidrolíticas, 
aunque su abundancia relativa depende del inóculo y del tipo del reactor, según lo revisado por 
Azman et al. (2015). Entre los principales géneros de microorganismos hidrolíticos se encuentran 
Clostridium, Acetovibrio, Micrococcus, Staphylococcus y Bacillus (Hernández, 2005). En la Tabla 
2 se muestran algunas características de las especies típicas de bacterias hidrolíticas, sus 
sustratos y productos.  
 
Tabla 2. Productos, sustratos y una aplicación de especies típicas de bacterias hidrolíticas (Amani et al., 2010). 
 
 
Tras la etapa de hidrólisis, las diferentes rutas de fermentación son llevadas a cabo por 
diferentes géneros bacterianos: Saccharomyces (fermentación alcohólica), Butyribacterium y 
Clostridium (fermentación butírica), Lactobacillus y Streptococcus (fermentación del lactato) y 
Clostridium (fermentación del propionato). La población acidogénica es la más grande, 
suponiendo cerca del 90 % de la población total de un digestor. Algunos de los microorganismos 
presentes dentro de este grupo son: Acinetobacter Lwoffi, Acinetobacter sp, Actinomyces sp, 
Alcaligenes, Pasteurella sp, Staphylococcus hominis, Bacillus, Kleibsiella oxytoca, Clostridium 
spp, Peptococcus, Bifidobacterium, Delsulphovibrio spp, Lactobacillus, Staphylococcus y 
Escherichia coli (Ghaly et al., 2000; Schink, 2008). 
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La velocidad de crecimiento de las bacterias acidogénicas es notablemente más alta comparada 
con la de las metanogénicas y son capaces de sobrevivir a condiciones extremas como un pH 
bajo, altas temperaturas y altas cargas orgánicas (OLR en inglés) (Ahring et al., 2001). En la Tabla 
3 se muestran algunas características de las especies acidogénicas. 
 
Las bacterias acetogénicas convierten los ácidos grasos volátiles y alcoholes en acetato, H2, 
formiato y CO2, que serán los sustratos para las metanogénicas y las bacterias sulfatoreductoras. 
En cuanto a velocidad de crecimiento, generalmente, las acetogénicas crecen mucho más rápido 
que las metanogénicas, con un valor de la velocidad máxima de crecimiento (µmax) de 1h-1 frente 
a 0,04h-1 (Shigehisa y Takane, 1994). Algunas de estas especies bacterianas, así como sus 
sustratos y productos se muestran en la Tabla 4. Es importante destacar que las bacterias que 
producen hidrógeno están obligatoriamente ligadas a los microorganismos metanogénicos 
hidrogenotróficos y las bacterias sulfatoreductoras que lo consumen. Únicamente cuando estos 
microorganismos mantienen la concentración de hidrógeno suficientemente baja, las bacterias 
que lo producen pueden crecer. Asimismo, el crecimiento de metanogénicas que consumen 
hidrógeno está obligatoriamente ligado al crecimiento de las bacterias productoras de 
hidrógeno porque son éstas las que les proporcionan el sustrato necesario para su crecimiento. 
Esta relación entre los dos grupos de microorganismos se denomina de obligada sinergia. El 
descubrimiento de estas bacterias puso en evidencia el proceso de transferencia de 
interespecies de hidrógeno.  
 
Tabla 3. Productos, sustratos y una aplicación de especies típicas de bacterias acidogénicas (Amani et al., 2010). 
 
 
Tabla 4. Productos, sustratos y características de algunas bacterias acetogénicas identificadas (Amani et al., 2010). 
 
 
Los miembros del phylum Firmicutes son conocidos como bacterias fermentativas y sintróficas 
capaces de degradar varios ácidos grasos volátiles (AGV) (García-Peña et al., 2011). El 
predominio de Firmicutes es una indicación clara de que estos productos están fácilmente 
disponibles debido a la previa fermentación de estos ácidos grasos volátiles simples. Dentro de 
este phylum, Bacilli (76.1%) y Clostridia (13.3%) constituyen las clases mayoritarias. Especies 
Lactobacillus dentro de la clase Bacilli son fermentadores comunes de alimentos y pueden 
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crecer a partir de varios carbohidratos (Jo et al., 2007). Algunas especies Clostridium de la clase 
Clostridia como C. aminobutyricum y C. sticklandii, son microorganismos capaces de utilizar 
aminoácidos y producir acetato, butirato y amonio (Shin et al., 2010). El papel sintrófico de 
Firmicutes involucra la eliminación de H2 y tiene implicaciones inmediatas en la composición de 
la comunidad de metanogénicas. 
 
El phylum Bacteroidetes consta de bacterias proteolíticas (Kindaichi et al., 2004). La mayoría de 
los microorganismos proteolíticos son también capaces de metabolizar carbohidratos para 
producir ácidos grasos volátiles. 
 
Las bacterias filamentosas dentro del phylum Chloroflexi son muy comunes y abundantes en 
EDAR urbanas e industriales (Beer et al.,2002; Björnsson et al., 2002; Kragelund et al., 2007; 
Speirs et al., 2009). Este phylum juega un papel importante en la formación del flóculo 
(Kragelund et al., 2011) y en la aparición de episodios de bulking de forma ocasional (Jenkins et 
al., 2004; Kragelund et al., 2006). Dentro del phylum Chloroflexi se han descrito cuatro clases 
bien diferenciadas: Anaerolineae, Dehalococcoidetes, Chloroflexi y Thermomicrobia (Hugenholz 
y Stackebrandt, 2004), siendo la más abundante en fangos activos la clase Anaerolineae 
(Sekiguchi et al., 1999; Björnsson et al., 2002). El phylum Chloroflexi engloba muchos morfotipos, 
como el 0092, el 0803 y el 0914. Algunos miembros de este phylum Chloroflexi juegan un papel 
importante como bacterias que degradan la glucosa (Ariesyady et al., 2007). 
 
Miembros del phylum Actinobacteria han sido aislados de digestores anaerobios tratando 
residuos de tofu (Ling et al., 1996). Estas especies son principalmente sacarolíticas y no pueden 
realizar actividad proteolítica. Algunas bacterias producen ácido propiónico durante la digestión 
anaerobia (Nelson et al., 2011; Jang et al., 2014).  
 
La mayoría de los organismos de Alfa, Beta, Gamma y Delta proteobacteria del phylum 
Proteobacteria son conocidos como bacterias que utilizan la glucosa, el propionato, butirato y 
el acetato (Ariesyady et al., 2007).  
 
1.2.3. Bacterias Sulfatoreductoras (SRB) 
 
En competencia con las bacterias metanogénicas existe otro grupo de bacterias, 
denominadas bacterias sulfatoreductoras (SRB) que también son capaces de consumir ácidos 
grasos volátiles e hidrógeno (H2) en presencia de sulfato. Las SRB son consideradas anaerobias 
estrictas, aunque existen algunas especies que poseen mecanismos de protección eficientes y 
son capaces de sobrevivir y mantener su actividad metabólica en ambientes regularmente 
afectados por oxígeno (Dolla et al., 2006; Bryukhanov et al., 2007). Suelen ser dominantes en 
ecosistemas naturales tales como sedimentos marinos y de agua dulce y también en digestores 
anaerobios en los que la metanogénesis se ve inhibida por la presencia de sulfato.  
 
Las bacterias SRB engloban distintas especies cuya principal característica común es la utilización 
del sulfato (SO42-) como aceptor de electrones quedando reducido en forma de sulfuro (S2-). En 
función del pH del sistema el sulfuro puede estar en forma de sulfuro o de ácido sulfhídrico (H2S), 
que es un gas sumamente corrosivo y causante de malos olores. Además de la disminución en 
la producción de metano, la proliferación de las bacterias SRB supone un grave problema de 
operación porque dificulta la utilización del biogás formado con fines energéticos por el alto 
grado de corrosión de motores y turbinas que provoca el H2S. 
 
Las bacterias SRB pueden crecer de forma heterótrofa, cuya fuente de carbono y energía son los 
ácidos grasos volátiles y de forma autótrofa utilizando el hidrógeno como fuente de energía y su 
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fuente de carbono es el CO2 (Nagpal et al., 2000; Lens et al., 2001). Algunas SRB puede degradar 
complejos moleculares como compuestos aromáticos utilizando como dadores de electrones el 
hidrógeno (H2), acetato, lactato, butirato y propionato (Hao et al., 1996; Fukui et al., 1999). Estas 
bacterias ven inhibido su crecimiento por una excesiva acumulación de ácido sulfhídrico en su 
forma no disociada (H2S). 
 
En la búsqueda de una clasificación para estos microorganismos se han utilizado muchas de sus 
características morfológicas, fisiológicas y bioquímicas. Una forma tradicional muy sencilla y 
adecuada de clasificarlas viene dada en función a su capacidad para degradar la materia orgánica 
en forma parcial o total. Así, se pueden dividir en dos grandes grupos: 
 
 1). Las oxidantes incompletas del sustrato, que generan acetato como producto final 
utilizando lactato, piruvato, etanol y ciertos ácidos grasos como fuente de carbono y 
energía para reducir el sulfato a sulfuro. Bajo condiciones ideales tienen una velocidad 
de crecimiento mucho más rápida que las oxidantes completas y pueden lograr tiempos 
de duplicación de 3 a 4 horas, si son alimentadas con los sustratos que lo favorecen, 
como hidrógeno y lactato. Este grupo está constituido por géneros como Desulfovibrio, 
Desulfomonas, Desulfotomaculum, Desulfobulbus y Thermodesulfobacterium. 
 
2). Las oxidantes completas del sustrato a dióxido de carbono y sulfuro. Estos géneros 
utilizan ácidos grasos, especialmente acetato. Tienen un crecimiento lento, 
frecuentemente con tiempos de duplicación mayores a 20 horas. El grupo está 
compuesto por Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfonema y 
Desulfobacterium (Nagpal et al., 2000; Visser et al., 1995; Widdel et al., 1988). 
 
En el tratamiento de aguas residuales con altos niveles de sulfato, las SRB compiten con las 
bacterias fermentativas o acidogénicas por los productos de la hidrólisis, con las bacterias 
acetogénicas por sustratos intermediarios como los ácidos grasos volátiles (AGV) y alcoholes, y 
con las bacterias metanogénicas por los sustratos menos complejos como hidrógeno y acetato. 
El resultado de esta competencia es importante porque determina el rendimiento de los 
productos finales de la mineralización (sulfuro y metano). La actividad de las sulfato-reductoras 
depende principalmente de la disponibilidad de sulfato. 
 
La cinética de competencia por los dadores de electrones disponibles entre las SRB y las 
metanogénicas ha sido objetivo de numerosos estudios (Abram et al., 1978; Kristjansson et al., 
1982; Schonkeit et al., 1982). Las SRB, aparentemente, tienen más afinidad por el hidrógeno y 
el acetato, los dos principales precursores de metano, en relación con las metanogénicas. Esto 
se explica en base a sus propiedades cinéticas, la velocidad máxima de crecimiento (Vmax) y la 
concentración de sustrato a la cual la velocidad es la mitad de la Vmax (Km), (Tabla 5), y dadas las 
condiciones termodinámicas favorables (Widdel et al., 1988). Por lo tanto, las metanogénicas 
tienden a dominar en ambientes con bajas concentraciones de sulfato (Stams AJ., 1994).  
 
Tabla 5. Valores de Km y Vmax. 
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A pesar de que las consideraciones termodinámicas y cinéticas favorecen a las bacterias sulfato-
reductoras en la competencia por los sustratos disponibles de la digestión anaerobia (Colleran 
et al., 1995), en la práctica se ha observado que el resultado de la competencia puede ser 
afectado por diversos factores como la concentración de la materia orgánica y sulfato, la 
relación, el tipo de sustrato, la presencia de metales traza y otros nutrientes, el tipo de inoculo, 
las propiedades de inmovilización, la duración del experimento, los factores ambientales como 
pH y temperatura, y la inhibición por sulfuros (Patidar et al., 2005). 
 
En la figura 3 se recogen los procesos que tienen lugar en un digestor anaerobio en presencia 
de sulfato.  
 
Figura 3. Degradación anaerobia en presencia de sulfato. (AGCL): Ácidos grasos de cadena larga, (AGV): ácidos 
grasos volátiles, (ETOL): etanol. Adaptado de López (2007) y Bijmans (2008). 
 
Sin embargo, existen unas condiciones durante las cuales la metanogénesis y la reducción de 
sulfato no compiten y ocurren simultáneamente. Esto es cuando el metano es producido a partir 
de metanol y/o aminas metiladas, sustratos por los que las SRB muestran relativamente baja 
afinidad. Esto ocurre en ambientes salinos o hipersalinos. El metanol es formado durante la 
descomposición anaerobia de pectinas (Schink et al., 1980).  
 
Las SRB dominantes en estos sistemas pertenecen a las familias Desulfovibrionaceae y 
Desulfobacteraceae dentro de la clase Deltaproteobacteria (Manz et al., 1998). 
Desulfobacteraceae es un grupo de SRB oxidantes completos que consumen propionato, pero 
no glucosa. 
 
Trabajo final de máster: Caracterización y cuantificación de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en 
digestores anaerobios de EDAR 
 
 
Página | 20  
 
Daly et al. (2000) clasificó a las SRB más conocidas y representativas restringiéndose a géneros 
mesófilos dentro de la subdivisión Deltaproteobacteria y gram (-/+) agrupándolos en seis grupos 
filogenéticos distintos: 
 
- Grupo 1: Desulfotomaculum (DFM) 
- Grupo 2: Desulfobulbus (DBB) 
- Grupo 3: Desulfobacterium (DBM) 
- Grupo 4: Desulfobacter (DSB) 
- Grupo 5: Desulfococcus, Desulfonema, Desulfosarcina (DCC) 
- Grupo 6: Desulfovibrio, Desulfomicrobium (DSV) 




1.3. Influencia de distintos parámetros sobre el proceso anaerobio 
 
La digestión anaerobia de la materia orgánica es un proceso complejo que involucra 
diferentes pasos de degradación. Los microorganismos que participan en el proceso pueden ser 
específicos para cada etapa y, por lo tanto, estos podrían tener diferentes requisitos 
ambientales (Khalid et al., 2011), por lo que diversos parámetros deben ser controlados durante 
el proceso con el fin de mantener el equilibrio y la composición del biogás. A continuación, se 
detallan estos parámetros operacionales y químicos. 
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- Temperatura: la digestión anaerobia puede llevarse a cabo en dos rangos diferentes de 
temperatura, el denominado mesofílico, 30-38 ºC, siendo la temperatura más utilizada 
35ºC y el termofílico, siendo su intervalo de operación entre 50-60ºC, aunque 54 ºC 
suele ser la temperatura más alta a la que se mantiene un digestor. Trabajar a 
temperaturas más elevadas permite utilizar tiempos de retención menores además de 
una mayor producción de metano. Sin embargo, por razones prácticas, los digestores 
funcionan dentro del tramo mesofílico con una temperatura próxima a los 35ºC, ya que 
esta temperatura combina las mejores condiciones de crecimiento de las bacterias con 
la mayor velocidad de producción de metano, aunque en el termofílico se elimina un 
mayor número de agentes patógenos pero algunas sustancias comienzan a comportarse 
como inhibidores a esas temperaturas. El calor generado al quemar el gas se puede 
utilizar para mantener la temperatura deseada en el digestor. 
 
- pH: las arqueas metanogénicas son muy sensibles a pequeños cambios del pH. Valores 
del pH fuera del intervalo 6-8 hacen el proceso inviable debido a la elevada toxicidad de 
las formas no ionizadas de los ácidos volátiles y del amoníaco predominantes por debajo 
y por encima respectivamente de esos valores de pH. Por otro lado, los microorganismos 
fermentativos son menos sensibles a cambios en el pH y pueden funcionar en un amplio 
rango de pH entre 4 y 8,5 siendo el pH óptimo para la acidogénesis entre 5,5 y 6,5 (Yang 
et al., 2003). Esta diferencia de pH entre las fases de acidogénesis y metanogénesis se 
podría solucionar empleando un digestor de 2 etapas en serie, ya que un pH bajo inhibe 
el crecimiento de las metanogénicas y como consecuencia, reduce la cantidad y calidad 
del biogás y la eliminación de materia orgánica.  
 
- Alcalinidad: la estabilidad del proceso depende de la capacidad tamponante del 
contenido del digestor, que viene dada por su alcalinidad. Los valores normales de la 
alcalinidad en el interior del digestor varían entre 1500 y 5000 mg/l como CaCO3, siendo 
el intervalo óptimo 2000-2500 mg/l. Cuanto mayor es la alcalinidad, mayor es la 
capacidad para resistir cambios en el pH. El proceso de fermentación provoca una 
reducción de la alcalinidad, y el de metanogénesis un incremento. El conjunto de ambos 
procesos da lugar a una ligera disminución de alcalinidad. En aguas con baja alcalinidad 
esta disminución puede provocar una bajada significativa del pH que inhiba el proceso 
de metanogénesis. 
Manteniendo un cociente ácido volátiles/alcalinidad constante por debajo de 0,25 es 
posible mantener la capacidad tamponante del sistema mientras que valores de este 
cociente por encima de 0,8 indican que se ha producido una inhibición de la 
metanogénesis. Por último, valores por encima de 0,3-0,4 indican que existen 
problemas y que deben tomarse medidas correctoras.  
 
- Relación C/N: se debe mantener una relación C/N adecuada para evitar la acumulación 
de amonio que conduciría a la inhibición del proceso. Según Chen Y. et al. (2008), 
cuando la concentración de amonio está en el rango de 1700-14000 mg/L podría causar 
inhibición. El amoníaco puede afectar a las metanogénicas de dos formas (Rajagopal et 
al., 2013):  el ion amonio podría inhibir las enzimas encargadas de la producción de 
metano y, en segundo lugar, la molécula de amoníaco puede difundirse al interior de las 
células y causar desequilibrio de protones y deficiencia de potasio. Para controlar la 
inhibición por amonio, la opción más fácil y barata es la optimización del alimento al 
digestor mediante procesos de codigestión. Hills (1979) y Backus et al. (1988) 
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demostraron que la producción de metano y el porcentaje en el biogás son afectados 
por la relación C/N. 
 
- TRC: se recomienda mantener el tiempo de retención en un valor alrededor de dos veces 
mayor que el tiempo necesario para el crecimiento de los microorganismos más lentos, 
es decir, los metanogénicos. Sin embargo, el tiempo de retención puede cambiar de un 
día a otro con el cambio del alimento, o de estación a estación por el cambio de las 
temperaturas (en caso de que la temperatura no esté controlada). Por lo tanto, su valor 
óptimo varía según la tecnología, los detalles del proceso, temperatura, y composición 
del residuo (Buekens, A. 2005).  
 
- Contenido en humedad: Es uno de los factores más importantes que afecta a estos 
procesos. Según García-Peña et al. (2011), la humedad ayuda a la digestión por varios 
motivos: 
 
o Controlar la turgencia celular. 
o Transportar nutrientes, intermedios, productos, enzimas y microorganismos. 
o Reaccionar en la hidrólisis de materia orgánica compleja. 
o Modificar la forma de las enzimas y otras macromoléculas. El alto contenido de 
humedad facilita, normalmente, la digestión anaerobia debido al hecho de que 
las cantidades de agua pueden afectar al rendimiento del proceso disolviendo 
la materia orgánica fácilmente degradable. 
 
- Carga orgánica (OLR, Organic loading rate): La producción de biogás es altamente 
dependiente de la carga orgánica. Al aumentar la OLR aumenta la población de bacterias 
acidogénicas que producen ácidos y se multiplican rápidamente. Sin embargo, las 
metanogénicas crecen más lentamente que las bacterias acidogénicas y necesitan más 
tiempo para aumentar su población y podrían no ser capaces de consumir todos los 
ácidos producidos por las acidogénicas al mismo ritmo. Esto conduciría a una caída del 
pH y, por lo tanto, a una inhibición de las metanogénicas.  
 
- Sustancias tóxicas e inhibidoras: Una amplia variedad de sustancias orgánicas e 
inorgánicas pueden inhibir el proceso de digestión anaerobia. La inhibición es 
generalmente indicada por una disminución de la población microbiana y de la 
producción de metano, la desaparición del hidrógeno, la acumulación de AGV, y la 
reducción de pH. Significantes investigaciones han sido llevadas a cabo para establecer 
niveles inhibitorios de compuestos específicos en la digestión anaerobia. Sin embargo, 
estos niveles están muy influenciados por la estructura y actividad de la comunidad 
microbiológica (Yamrot et al., 2018). 
Como ya se ha comentado, los AGV pueden inhibir el crecimiento de las metanogénicas 
si su concentración está por encima de un cierto nivel. Además, cada AGV muestra un 
comportamiento diferente cuando inhibe a estos microorganismos. Por ejemplo, el 
ácido propiónico se produce menos y apenas es consumido, pero su presencia es crucial 
para la estabilidad de las metanogénicas (Van Kuijk et al., 1998; De Bok et al., 2004; 
Nosrati et al., 2004; Gallert et al., 2008). 
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Los iones de metales ligeros en concentraciones traza son esenciales para el crecimiento 
de metanogénicas. Sin embargo, altas concentraciones inhiben la actividad e interfieren 
con el metabolismo de los microorganismos anaerobios. La adición simultánea de calcio 
y potasio en concentraciones adecuadas ayuda a mejorar la eficiencia del tratamiento 
anaerobio al reducir la toxicidad del sodio (Bashir et al., 2004). Por otro lado, los metales 
pesados (Cr2+, Fe2+, Co2+, Cu2+, Zn2+, Cd2+, Hg2+, y Ni2+), a diferencia de muchas otras 
sustancias tóxicas, no son biodegradables y se pueden acumular a concentraciones 
potencialmente tóxicas provocando el desajuste de la función de las enzimas. Las 
bacterias acidogénicas son más resistentes a la toxicidad de estos metales que las 
metanogénicas (Zayed et al., 2000). 
 
En la Tabla 6 se muestran los valores óptimos y extremos de algunos parámetros en digestores 
anaerobios. 
 
Tabla 6. Condiciones óptimas y extremas para digestores anaerobios (Amani et al., 2010). 
Parámetro Unidad Óptimo Extremo 
Ácidos grasos 
volátiles 
mg/l (como ácido 
acético) 
50-500 500-2000 
Carga orgánica    
Mesofílico Kg SSV/m3·día 0,8-2 0,4-6,4 
Termofílico Kg SSV/m3·día 1,5-5 1-7,5 
Temperatura    
Mesofílico ºC 32-37 20-42 
Termofílico ºC 50-60 45-65 
pH  6,8-7,4 6,3-7,9 
Relación C:N  25:1 - 
Alcalinidad mg CaCO3/l 1300-3000 1000-5000 
Tiempo de 
retención hidráulico 
días 12-18 7-30 
Composición del 
biogás 
   
Metano % en volumen 65-70 60-75 
Dióxido de Carbono % en volumen 30-35 25-40 
 
 
1.4. Técnicas moleculares para la caracterización de comunidades 
microbianas 
 
En la naturaleza, los microorganismos se encuentran formando asociaciones-comunidades 
donde generalmente existen como miembros de poblaciones mixtas y su aislamiento en un 
medio definido es complicado. Su identificación mediante métodos convencionales requiere el 
aislamiento de cultivos puros, que además resultan inadecuados para el estudio de la 
biodiversidad en una población mixta. 
 
La posibilidad de identificar poblaciones específicas de microorganismos de muestras 
ambientales sin necesidad de aislamiento e identificación mediante métodos culturales está 
revolucionando la ecología microbiana, dado que están surgiendo nuevas aplicaciones y 
técnicas. Entre las técnicas independientes del cultivo más utilizadas se encuentran técnicas 
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genético-moleculares como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y la microscopía de 
fluorescencia (FISH). La principal ventaja de estas técnicas frente a las dependientes del cultivo 
es que son más rápidas dado que no hay que aislar el microorganismo, pero son más costosas 
además de requerir personal más especializado. Además, presentan una mayor especificidad 
que la microscopía convencional y sensibilidad y requieren conocer la secuencia de cada grupo 
o microorganismo. Sin embargo, la PCR requiere extracción del ADN para posteriormente 
visualizarlo por electroforesis.  
 
1.4.1. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
La reacción en cadena de la polimerasa, conocida como PCR, es una técnica de biología 
molecular desarrollada en 1987 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran número de 
copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un mínimo, resultado mucho más fácil 
la identificación de organismos. La reacción se lleva a cabo en un termociclador al añadir los 
siguientes componentes: 
 
- ADN molde, ADN a partir del cual queremos obtener una copia de un fragmento, es 
decir, el ADN que queremos amplificar. La concentración del ADN molde en la reacción 
depende de la fuente utilizada, requiriéndose aproximadamente de 300 nanogramos a 
1 microgramo de ADN genómico. 
- DNA polimerasa, enzima capaz de generar una copia de ADN a partir del ADN molde. La 
reacción se lleva a cabo en un tampón apropiado para el funcionamiento de la esta 
enzima. Además, como cofactores de la polimerasa se añaden cationes divalentes, 
generalmente en forma de cloruro de magnesio. Existe una gran variedad de 
polimerasas con diferentes capacidades a la hora de trabajar con diferentes 
temperaturas. La más habitual es la Taq DNA polimerasa de la bacteria Thermus 
aquaticus ya que es capaz de funcionar a altas temperaturas. 
- Cebadores o primers, oligonucleótidos sintéticos iniciadores de la reacción cuya 
secuencia de entre 15-30 nucleótidos es complementaria a la hebra molde. Son 
necesarios por tantas moléculas cortas de ADN de cadena sencilla.  
- Nucleótidos libres. Las enzimas DNA polimerasas van a crear una cadena 
complementaria a la cadena molde mediante la incorporación de nucleótidos libres. 
Concentraciones entre 20 y 200 micromolar proporcionan resultados óptimos, ya que 
concentraciones muy altas disminuyen la especificidad de la reacción.  
- Buffer, solución específica que magnifica la actividad de la polimerasa y mantiene el pH 
adecuado para su funcionamiento, normalmente contiene cloruro de magnesio. 
- Iones divalentes, actúan como cofactores de la polimerasa, generalmente en forma de 
cloruro de magnesio. 
 
El proceso se da en 3 fases que están muy ligadas a la temperatura y son las siguientes: 
 
- Desnaturalización: las dos cadenas del ADN se separan al elevar la temperatura 
aproximadamente a 90ºC. 
- Hibridación: tiene lugar un descenso de la temperatura para permitir que los cebadores 
se unan por complementariedad al ADN molde. Las temperaturas habituales en esta 
fase oscilan entre 35 y 60ºC, dependiendo de los cebadores. 
 
Trabajo final de máster: Caracterización y cuantificación de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en 
digestores anaerobios de EDAR 
 
 
Página | 25  
 
- Extensión: la enzima polimerasa incorpora nucleótidos complementarios a partir del 
extremo 3’ libre de la zona de doble cadena originada por la unión de los cebadores al 
molde. La temperatura de esta fase depende de la enzima polimerasa empleada. Si se 
utiliza la Taq polimerasa la temperatura suele ser de 72ºC. 
Tras un ciclo de PCR se obtiene únicamente una copia de un pequeño fragmento del ADN molde. 
En la figura 4 se muestra un esquema de las distintas fases del proceso de la PCR. 
 
 
          Figura 4. Fases del proceso de la PCR. 
 
El procedimiento más común para el análisis de los fragmentos obtenidos en la PCR es la 
electroforesis, ya sea en geles de agarosa o de acrilamida. La electroforesis permite separar 
fragmentos de acuerdo con su tamaño. Los fragmentos de ADN (cargados negativamente) se 
desplazan por el gel a través de un campo eléctrico hacia el polo positivo. Los fragmentos más 
pequeños migran más rápido y son los que vemos más abajo en el gel (Figura 5). La elección de 
la matriz (agarosa o acrilamida) y el porcentaje en la cual separar los productos, dependerá del 
tamaño de estos y los largos diferentes que deseemos separar. Generalmente, los geles de 
agarosa se visualizan agregando Bromuro de etidio, un agente que se intercala en el ADN y 
fluoresce cuando es expuesto a la luz UV, y en el caso de los geles de acrilamida, la tinción se 
realiza con nitrato de plata, que por interacciones electrostáticas se une al ADN. 
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              Figura 5. Visualización de los productos de PCR por electroforesis. 
  
1.4.2. Hibridación fluorescente in situ (FISH) 
 
La técnica FISH se basa en la capacidad de hibridación entre dos cadenas de oligonucleótidos 
complementarias. Para ello emplea un fragmento corto monocatenario de ADN (20-40 bases) 
marcado con un fluorocromo, al que se conoce como sonda, cuya secuencia es complementaria 
a la secuencia específica de un grupo o especie de microorganismos que se quiere identificar. 
De esta forma si esos microorganismos están presentes en la muestra y bajo ciertas condiciones 
se producirá la unión de ambas secuencias, permitiendo así la identificación rápida y específica 
de células microbianas mediante la transformación de la secuencia en algo visible. 
Posteriormente, con un microscopio de fluorescencia se observan las señales de la sonda. En la 
figura 6 se muestra un diagrama del proceso de unión de ambas secuencias. 
 
 
Figura 6. Diagrama del proceso FISH. 
FISH nos permite identificar un microorganismo a nivel de especie diseñando sondas para ello. 
Esto es una gran ventaja ya que a largo plazo interesa conocer especies responsables de 
problemas importantes dentro de una EDAR, como el foaming.  
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Sin embargo, a pesar de su alta especificidad, FISH también presenta algunos problemas y 
limitaciones que se enumeran a continuación, así como las acciones para reducirlos:  
 
- Pérdida de fluorescencia: se puede evitar utilizando reactivos 'antifading' que son 
moléculas que aportan al fluorocromo aquellos electrones que ha perdido por la 
emisión fluorescente. 
- Pérdida de bacterias: se debe gelatinizar la superficie del portaobjetos sobre el que se 
coloca la muestra a analizar para conseguir una mejor adherencia de ésta y reducir la 
pérdida de microorganismos durante las posteriores fases del proceso, ya que la 
sensibilidad de la técnica depende del número de ribosomas existentes. 
- Problemas en el montaje por el exceso o falta de antifading. Puede dar lugar a una 
elevada señal de background, dificultando la cuantificación de los microorganismos. 
- Baja señal por problemas de accesibilidad de la propia sonda: utilizar helpers que son 
sondas no marcadas con un fluorocromo que abren la estructura secundaria facilitando 
la unión. 
- Baja señal por otros motivos: se debe permeabilizar la célula añadiendo ciertos 
reactivos. 
- Disponibilidad de las sondas. No existen sondas para la identificación de todos los 
microorganismos de interés en procesos microbiológicos.  
- Elevada autofluorescencia de las muestras: en los fangos anaerobios el contenido en 
materia orgánica suspendida inerte es muy elevado, lo que significa que existe mucha 
materia inorgánica que tiene mucha autofluorescencia, lo que dificulta la identificación 
de los positivos, dando lugar a resultados erróneos.  
Existe una base de datos llamada ProbeBase (http://www.microbial-ecology.net/probebase) 
donde están publicadas algunas sondas de interés estudiadas para cada grupo de 
microorganismos, las condiciones que se deben utilizar para que el proceso se lleve a cabo de 
forma correcta y la publicación científica de la que se ha obtenido.   
 
1.4.3. Microarrays 
Los microarrays constituyen la última línea de técnicas basadas en la capacidad de hibridación 
entre dos cadenas de ADN complementarias. Básicamente un microarray o chip de ADN, 
consiste en una matriz de pocillos microminiaturizados sobre un soporte de vidrio en donde se 
implantan, utilizando diversas técnicas, cadenas simples de oligonucleótidos. El poder adherir 
una cadena corta de oligonucleótidos sobre una superficie plana es decisivo en el diseño de los 
microarrays. 
En la figura 7 se observa un diagrama del proceso de esta técnica. En cada pocillo del chip, 
adherida por uno de sus extremos, existe una determinada cadena de oligonucleótido. Si se 
pone el microarray en contacto con una mezcla de cadenas simples de ADN a identificar (DNA1 
y DNA2), marcadas fluorescentemente, éstas se hibridarán con su oligonucleótido 
complementario. Dado que se conoce la secuencia y distribución de los oligonucleótidos en el 
microarray podemos, al excitar el microarray con un láser y estar las cadenas hibridadas 
fluorescentemente, conocer la ubicación de las cadenas de estas y su secuencia 
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Figura 7. Diagrama del proceso de un Microarray. 
Por lo tanto, esta técnica permite estudiar numerosos fragmentos de ADN y ARN en un pequeño 
chip al mismo tiempo, lo que ha supuesto una auténtica revolución en genética molecular (Shen 
et al; 2009). 
 
1.4.4. NGS (Next Generation Sequencing) 
 
Las técnicas de secuenciación masiva de ADN o también llamadas de nueva generación, NGS, se 
basan en la monitorización a tiempo real y en la detección de pirofosfato durante la síntesis de 
ADN. Cada vez que se une un nucleótido a la secuencia original,  el establecimiento de un enlace 
químico provoca la liberación de una molécula de pirofosfato.  
 
En general, el fundamento de todas las NGS es la capacidad de llevar millones de reacciones de 
amplificación de cadena de forma paralela junto a un método de identificación del nucleótido 
introducido en la cadena (Bubnoff, 2008).  
Desde un punto de vista técnico y aunque existen distintos instrumentos y métodos de 
secuenciación masiva, la mayoría de las técnicas empleadas siguen un mismo esquema de 
trabajo que se puede resumir en:  
 
- Fragmentación del ADN, generando fragmentos de un tamaño adecuado para cada tipo 
de secuenciación.  
- Captura de las regiones ADN de interés para la preparación de una librería de 
fragmentos.  
- Ampliación clonal de las secuencias capturadas. 
- Secuenciación. Existen numerosos métodos de secuenciación. El sistema Illumina es el 
más usado actualmente. En este sistema, la secuenciación se lleva a cabo alternando 
ciclos de amplificación con terminadores reversibles (en cada ciclo, el nucleótido 
complementario al molde se une emitiendo fluorescencia en una longitud de onda 
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específica), y ciclos de toma de imágenes con un sistema óptico para la identificación de 
la base nitrogenada incorporada a la cadena nucleotídica creciente, dando lugar a lo que 
se conoce como lecturas. Los fragmentos de ADN son secuenciados desde los 32 
extremos, creando lecturas apareadas conocidas como paired-ends, generando insertos 
de tamaño conocido que facilitan el correcto mapeo de las cortas secuencias. 
 
Una vez realizada la secuenciación y utilizando diversos algoritmos bioinformáticos, las lecturas 
generadas son revisadas descartando aquellas con baja calidad. Las restantes son ensambladas 
y alineadas contra el genoma de referencia y se producen la identificación y la anotación de las 
variantes presentes con la información presente en las bases de datos. 
 
Algunas ventajas presentadas por las NGS son que permiten generar gran cantidad de 
información bajo un mismo procedimiento; necesitan muy poca muestra para proceder, 
pudiendo algunas partir de 10ng de muestra en condiciones adecuadas para generar una 
secuencia consistente, y el tiempo empleado en la reacción es menor que la determinación de 
cada uno de los biomarcadores individualmente. La principal desventaja, su alto coste. 
 
1.5. Proceso de codigestión 
 
El proceso de codigestión consiste en la digestión anaerobia de una mezcla de dos o más 
sustratos con características diferentes para incentivar el potencial de biometanización de la 
mezcla resultante. La idea general es maximizar la producción de biogás añadiendo sustratos 
que producen más biogás por unidad de masa que el fango por sí sólo.  
 
Sus objetivos generales son:  
 
- Aprovechar la complementariedad de los compuestos para dar lugar a procesos más 
eficaces.  
- Compartir instalaciones y unificar metodologías reduciendo así costes de inversión y 
explotación. 
- Amortiguar las variaciones temporales en producción y composición de cada residuo 
por separado. 
 
En el marco de esta alternativa, las infraestructuras de digestión anaerobia son adecuadas para 
tratar de forma conjunta y en la misma unidad de digestión, lodos, productos, subproductos o 
residuos de origen agrícola, alimentario e incluso industrial (con fuertes limitaciones en cuanto 
a contenidos contaminantes o tóxicos), incrementando de forma notable la producción de 
biogás. En algunas situaciones el biogás generado, adecuadamente tratado, puede satisfacer la 
demanda eléctrica total de una EDAR e incluso superarla, permitiendo la exportación del 
excedente generado a la red eléctrica de distribución, según diferentes modelos de retribución 
económica. 
 
También se ha demostrado que con la codigestión se puede conseguir una mejor calidad 
agronómica del fango digerido (Di Maria et al., 2014) mejorando así su uso potencial como 
fertilizante. Con esto se reducen notablemente los residuos generados en el proceso de 
tratamiento de aguas residuales. 
 
En ensayos preliminares (Rong Xu et al., 2018), tanto a escala de laboratorio como real, se ha 
visto como la codigestión puede resolver problemas asociados con la carencia de 
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micronutrientes, una relación C/N incorrecta o cargas orgánicas demasiado bajas o altas. Sin 
embargo, antes de llevar a cabo el proceso se debe examinar la viabilidad del sustrato para 
codigestión, prestando una especial atención a características como la biodegradabilidad y la 
producción de biogás. Además, se debe determinar la proporción adecuada de cada residuo con 
el fin de evitar sobrecargas orgánicas en el digestor. Otras características de crítica importancia 
son el contenido en nitrógeno orgánico, la presencia de químicos, sulfuro, niveles de cationes, 
pH y alcalinidad y fósforo. La selección de productos es una etapa clave para garantizar que el 
proceso de codigestión anaerobia se desarrolle de forma segura y eficiente.  
 
En la tabla 7 se muestran los valores de la relación C/N ordenados de menor a mayor para 
diferentes sustratos. 
 
Tabla 7. Relación C/N de algunos sustratos (Rong Xu et al., 2018) 
Sustratos Relación C/N Referencias 
Estiércol lácteo 2,3 Zhen et al. (2015) 
Efluente concentrado 3,0-6,6 
Brown y Li (2013), Shi et 
al. (2013) 
Fango 6,76-10 
Silvestre et al. (2014); 
Zhang et al. (2014) 
Lodos de aguas residuales 11,72 Alagoz et al. (2015) 
Estiércol de pollo 10,1 Li et al. (2014) 
Estiércol de cerdo 7,4-12,96 
Ren et al. (2014); Zhou 
et al. (2016) 
Estiércol de vaca 5,2-16,75 
Wang et al. (2016); 
Zhang et al. (2013) 
Residuos de 
procesamiento de soja 
12,5 Zhu et al. (2014) 
Residuos de frutas y 
hortalizas 
18,88 Ros et al. (2017) 
Residuos alimenticios 11,5-34 
Capson-Tojo et al. 
(2017); Gou et al. (2014) 
Residuos de grasa 39 Silvestre et al. (2014) 
Orujo de oliva 36,61 
Alagoz et al. (2015); 
Riggio et al. (2015) 
Desechos de jardín 55,3 Brown y Li (2013) 
Paja del maíz 43,3-52,41 Wang et al. (2016) 
Rastrojo de maíz 63,2-79,7 
Li et al. (2014); Yong et 
al. (2015) 
Paja del arroz 125 Zhou et al. (2016) 
Residuos de la yuca 152 Ren et al. (2014) 
 
 
La codigestión puede mejorar el rendimiento del proceso principalmente debido a los siguientes 
motivos: 
1. Equilibrar la relación C:N y añadir suficientes macro y micronutrientes (Wang et al., 
2012). 
2. Mejorar la capacidad tamponante (Xie et al., 2011). 
3. Aumentar la fracción orgánica fácilmente biodegradable (Astals et al., 2014). 
4. Diluir sustancias tóxicas. 
5. Ajustar la humedad.  
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Esto hace que haya cambios en la comunidad microbiológica y mejoren los efectos sinérgicos de 
las bacterias fermentativas y metanogénicas, aumentando la producción de biogás. 
 
Debido a la baja concentración de materia orgánica y sólidos volátiles del fango mixto originado 
en una EDAR, el digestor generalmente opera a bajas cargas orgánicas. Esto ha hecho que cada 
vez más procesos de codigestión sean incorporados en los digestores de las EDAR utilizando 
sustratos biodegradables que mejoren el rendimiento energético y la función medioambiental 
de los digestores. 
 
La adición de sustratos adecuados asegura una mejor estabilidad del proceso manteniendo casi 
constate el contenido en sólidos volátiles y evitando el aumento de sustancias fácilmente 
degradables que podrían conducir a la acidificación del medio y, por lo tanto, a la inhibición de 
las bacterias.  Desafortunadamente, la mayoría de las veces es difícil garantizar la disponibilidad 
de cantidades adecuadas de otros tipos de sustratos para la codigestión. 
Los productos aptos para su codigestión anaerobia con lodos de EDAR deben cumplir como 
mínimo los siguientes requisitos: 
 
- Formato líquido para reducir costes de inversión y problemas de operación. 
- Productos de origen agrícola, alimentario y/o industrial con una elevada concentración 
de materia orgánica (DQO > 200.000 mg O2·L-1) fácilmente biodegradable. Además, 
según la legislación, existen restricciones en el uso de algunos productos en los procesos 
de codigestión. Por ejemplo, en la comunidad Valenciana no se pueden utilizar los 
subproductos de origen animal no destinados a consumo humano (SANDACH) en los 
procesos de codigestión de los digestores anaerobios de EDAR. 
- No tóxicos para el proceso de codigestión anaeróbica. 
- Baja concentración de nitrógeno y fósforo. 
- Baja concentración de materia no biodegradable en el proceso de codigestión 
anaerobia, con el fin de no incrementar la producción de lodos de la EDAR. 
- Volumen suficiente de producto para garantizar la continuidad del proceso de 
codigestión anaerobia. 
- Centro de producción del producto cercano a la EDAR. 
- Ausencia de metales pesados, con el fin de no comprometer la idoneidad del fango 
digerido según el RD1310/1990 sobre la posible aplicación a suelo agrícola. 
 
En este contexto, la gestión de residuos sólidos urbanos (RSU) se ha convertido en un grave 
problema medioambiental debido a que su generación ha crecido muy rápidamente con el 
crecimiento de la población y el desarrollo económico. La fracción orgánica de estos RSU se 
puede transformar mediante procesos como el compostaje y la digestión anaerobia en nuevos 
productos que pueden ser usados como fertilizantes y acondicionadores del suelo. El 
compostaje es un proceso que consume energía (alrededor de 30-35 kWh/ton residuo) mientras 
que la digestión anaerobia es un proceso que genera energía (100-150 kWh/ton residuo). 
Algunos estudios apuntan a que la digestión de estos residuos solos podría conducir a una 
acumulación de ácidos grasos volátiles, especialmente a altas OLR, produciendo la inhibición de 
la metanogénesis y la desestabilización del proceso (El-Mashad et al., 2008). Por ello, numerosas 
investigaciones se han hecho en la codigestión de estos residuos con fango anaerobio como una 
alternativa y han sido implantados en muchas plantas de tratamiento de aguas residuales de 
todo el mundo (Fountoulakis et al., 2010; Cabbai et al., 2013; Nielfa et al., 2015; Pitk et al., 2013; 
Wang et al., 2013).  
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Según un estudio, la codigestión de la fracción orgánica de los RSU con fango en un digestor a 
escala real aumentó la generación de biogás de 600 m3/día a 950 m3/día (Bolzonella et al., 2006). 
Debido a la alta degradabilidad de estos sustratos, el introducir altas cargas orgánicas (ORL) 
podría resultar en inhibición por amonio (Xu et al., 2012). 
 
Los residuos de frutas y hortalizas (RFH) son altamente biodegradables por lo que rápidamente 
son transformados por acción de las bacterias en ácidos grasos volátiles. Para evitar esta 
acidificación del sistema, se deben mezclar estos residuos con cosustratos con alto contenido 
en nitrógeno, lo que supondría una regulación natural del pH, además de una fuente de 
nitrógeno.  
 
Introducir una cantidad adecuada de RFH junto con el fango en un digestor anaerobio presenta 
una solución apropiada para mejorar la cantidad de metano generado por unidad de sólidos 
volátiles introducidos, incluso si se reduce el tiempo de retención. El potencial de producción de 
metano depende del contenido en componentes orgánicos de los RFH siendo estos 
principalmente carbohidratos, proteínas y lípidos. Según Gómez et al., 2006, la codigestión de 
fango con RFH aumentó la producción específica de biogás de 300 a 800 L/KgSSV. 
 
En particular, el uso de sustratos con contenidos en azúcares simples por debajo del 40% asegura 
la estabilidad del proceso y un buen rendimiento de producción de metano. 
 
En la tabla 8 se muestran las ventajas y desventajas de los procesos de codigestión a modo de 
resumen. 
 
Tabla 8. Ventajas y desventajas de los procesos de codigestión. 
Ventajas Desventajas 
Aumenta la fracción 
orgánica fácilmente 
biodegradable 
Si la carga orgánica es 
muy elevada puede 
disminuir la eficacia del 
proceso 
Mayor producción de 
biogás 
A veces es necesario 
tratar el residuo para 
poder codigerirlo 
Valorización de residuos  
La disponibilidad del 
producto 
Menos coste de gestión 
del fango digerido 
(menor cantidad 
producida) 
Reducción del coste de 
explotación de la EDAR 
No todos los residuos 
pueden ser utilizados 
Aprovecha la 
complementariedad de 
la composición de los 
residuos para hacer 
procesos más eficientes 
 
Aquellas actividades industriales que generen subproductos o residuos no peligrosos con 
elevada concentración de materia orgánica pueden realizar su tratamiento en determinadas 
depuradoras de la Comunidad Valenciana, siempre que dispongan de un potencial mínimo para 
la generación de biogás en los digestores anaerobios de éstas. Además, las EDAR deben estar 
inscritas como gestores de residuos, lo cual supone ciertos trámites administrativos. Todas las 
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descargas directas de subproductos de origen industrial que se efectúen en cualquiera de estas 
EDAR deberán obtener previamente la correspondiente autorización de la Entidad de 
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2. Objetivos 
El objetivo principal de este trabajo es estudiar las poblaciones microbianas presentes en tres 
digestores anaerobios de tres EDAR diferentes y evaluar su relación con los parámetros 
operacionales. 
Los digestores pertenecen a tres EDAR de la provincia de Valencia, y son los siguientes: Quart-
Benàger, Gandía-La Safor y Ontinyent. Todos operan en condiciones mesofílicas, pero a 
diferentes tiempos de retención celular y los dos primeros son alimentados con cosustratos de 
composiciones diferentes. Este trabajo se enmarca en un convenio con la Cátedra de Aguas de 
Valencia, lo que ha facilitado la adquisición de las muestras. 
Para conseguir el objetivo principal se han desarrollado una serie de objetivos específicos:  
 
- Seleccionar períodos de funcionamiento de los digestores que sean representativos y 
comparables entre sí para posteriormente relacionar los parámetros operacionales con 
los resultados microbiológicos. 
 
- Detectar los microorganismos de interés mediante la técnica FISH.  
 
- Cuantificar los microorganismos detectados por FISH mediante la aplicación de técnicas 
de análisis de imagen empleando el software Matlab.  
 
- Estudiar las relaciones existentes entre los parámetros operacionales y fisicoquímicos 
de los digestores y la abundancia de los microorganismos identificados.  
 
- Aplicar diversas técnicas estadísticas para el análisis e interpretación de los datos 
obtenidos mediante la microbiología y su posible relación con los parámetros 
operacionales.  
 
- Comparar los rendimientos de los tres digestores entre sí en función de los parámetros 
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3. Materiales y métodos 
 
3.1. Toma de muestras 
 
Se tomaron muestras del digestor anaerobio durante un año en la EDAR de Quart-Benàger 
y durante cuatro meses en las de Gandía-La Safor y Ontinyent. El muestreo se realizó por parte 
de Aguas de Valencia siempre en el mismo punto de cada digestor utilizando para ello un 
recipiente de plástico. Las muestras correctamente conservadas para evitar alteraciones en su 
composición posteriormente eran enviadas al laboratorio de la ETSE-UV para su fijación antes 
de 24 horas.  
 
Las muestras disponibles de la EDAR Quart-Benàger abarcan el período de abril de 2017 a abril 
de 2018 mientras que las de Gandía y Ontinyent son de febrero a mayo de 2018, debido a que 
estas últimas EDAR no disponían de muestras fijadas del periodo previo al comienzo del estudio.  
 
A continuación, en la tabla 9 se muestran las fechas de muestreo de las muestras disponibles 
para cada digestor. 
 
Tabla 9. Fechas de muestreo en las tres EDAR. 

























La EDAR de Gandía-La Safor trata un caudal de 36427 m3/día y da servicio a 
una población de 118192 habitantes equivalentes (he) con un rendimiento de eliminación de 
sólidos suspendidos del 95%, de DBO5 del 96% y de DQO del 90%. La línea de fangos contiene 
un único digestor anaerobio de 7500 m3. 
 
Sirve a los siguientes municipios de Almoines, Beniflá, Gandía, L’Alqueria de la Comtessa, Piles, 
Real de Gandia, Bellreguard, Benirredrà. Guardamar de la Safor, Miramar, Potríes, Villalonga, 
Beniarjó, Daimús, La Font d’En Carròs, Palmera y Rafelcofer. 
 
En la figura 8 se puede observar el diagrama de bloques del proceso.  
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Figura 8. Diagrama de bloques de proceso de la EDAR de Gandía-La Safor. Fuente: EPSAR. 
Por su parte, la EDAR de Ontinyent trata 23718 m3/día de agua residual y ofrece servicio a 
una población de 81340 he con un rendimiento de eliminación de sólidos suspendidos del 94%, 
de 95% de DBO5 y de 92% de DQO. Sirve a los municipios de Ontinyent y Agullent. En la figura 9 
se recoge el diagrama de bloques del proceso. Consta de dos digestores, pero solo uno se 
encuentra en funcionamiento, con un volumen de 2380 m3. 
 
 
Figura 9. Diagrama de bloques de proceso de la EDAR Ontinyent-Agullent.  
Por otro lado, la EDAR de Quart-Benàger trata un caudal medio de 30318 m3/día y sirve a una 
población de 164171 he con un rendimiento del 99% de eliminación de sólidos suspendidos, 
97% de DBO5 y 96% de DQO. Sirve a los siguientes municipios: Alaquàs, Aldaia, Manises, Mislata, 
Quart de Poblet y Xirivella. La figura 10 muestra el diagrama de bloques del proceso para esta 
EDAR. 
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Esta planta cuenta con un sistema de fangos activos de mezcla completa con eliminación de 
nitrógeno mediante aireación intermitente. La línea de fangos consta de un total de tres 
digestores anaerobios conectados en paralelo de 35,5 m de diámetro y 6504 m3 de volumen 
unitario. De estos, actualmente, solo se encuentran en funcionamiento dos. 
 
 
Figura 10. Diagrama de bloques de proceso de la EDAR Quart-Benàger. 
 
A continuación, en la tabla 10 se muestra una comparación de las principales características de 
cada EDAR.  
Tabla 10. Comparación entre los tres digestores estudiados. 




30318 36427 23718 
Volumen unitario 
de digestor (m3) 
6504 7500 2380 
Disposición 
digestores 
2 digestores en 
paralelo 
1 digestor 1 digestor 




33-43 30-34 32-38 
Tipo de cosustrato 









0,015-0,143 0,001-0,021 0 
(*) En la tabla 33 del anexo se recoge la actividad que realizan las empresas de las que 
proceden los cosustratos y la naturaleza de éstos. 
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3.2. Parámetros fisicoquímicos y operacionales de los digestores 
 
Los parámetros operacionales y fisicoquímicos afectan a los microorganismos en cierta forma. 
Actualmente, no se tiene un claro conocimiento de cómo afectan, pero controlando y 
monitorizando estos parámetros, se puede mejorar el rendimiento de los digestores anaerobios. 
 
Por parte de la empresa Aguas de Valencia fueron facilitados los parámetros fisicoquímicos y 
operacionales que habían sido medidos en los digestores durante los períodos del estudio. Solo 
algunos datos de los digestores estaban disponibles, pero otros como, por ejemplo, la DQO 
afluente a los digestores, no. Se tiene información acerca del porcentaje anual que supone la 
DQO aportada por el cosustrato en relación con la del fango. A continuación, en las tablas 11, 
12 y 13 se muestran los valores medios de los parámetros fisicoquímicos en el digestor de QB, 
Gandía y Ontinyent respectivamente. Los valores medios mostrados en la tabla 11 para el 
digestor de QB se han obtenido a partir de los valores de los parámetros fisicoquímicos medidos 
hasta 20 días antes de la fecha de la muestra, ya que estos parámetros se miden diariamente en 
este digestor. En cambio, los mostrados en las tablas 12 y 13 son valores medios para cada uno 
de los períodos (meses) en los que se tomaron las muestras analizadas y dichos valores fueron 
cedidos por Aguas de Valencia.  
 
Según el digestor, estos datos eran diarios o mensuales, pero en el caso del tiempo de retención 
celular, temperatura y producción de biogás de los tres digestores fueron facilitados como datos 
promedios mensuales.  
 
Del proceso de digestión anaerobia llevado a cabo en la EDAR de Quart-Benàger (a partir de 
ahora QB) se facilitaron datos diarios de pH, conductividad, % de sequedad y % de volátiles para 
el fango sin digerir y digerido. Además, para el fango digerido también se tiene la DQO, 
concentración de ácidos grasos volátiles, alcalinidad y la composición del biogás. No fueron 
aportados datos de la DQO del fango, pero se sabe que el 12,8% de la DQO que entra es debida 
a los cosustratos y el 87,2% a los fangos mixtos.  
 
En lo que respecta al digestor de Gandía, fueron proporcionados datos promedios mensuales 
del pH, ácidos grasos volátiles, alcalinidad, sólidos suspendidos totales y % de materia volátil del 
fango digerido (Tabla 12). Al igual que en el digestor de QB, tampoco se conoce la DQO de 
entrada, pero se sabe que el 6,2% de esa DQO corresponde a cosustrato.  
 
Por último, del digestor de Ontinyent se tiene la carga de sólidos totales y de sólidos volátiles, el 
porcentaje de materia seca y volátil de entrada, el % de reducción de materia volátil y el pH, 
ácidos grasos volátiles y alcalinidad del fango digerido como datos mensuales (Tabla 13).  
 
En cuanto a los cosustratos utilizados, se tienen datos diarios del volumen añadido y de la DQO 
que aportan. En los períodos estudiados, se añadieron cosustratos al digestor de QB y de Gandía, 
pero no al de Ontinyent. En el primero, los cosustratos son de diversa procedencia (Tabla 33 
anexo) añadiéndose varios en un mismo día, mientras que en el de Gandía solo se añade 
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Acidez/alcalinidad SSV (mg/L) DQO (mg/L) 
03/04/2017 7,50 95,31 0,04 11414 18533 
08/05/2017 7,60 85,22 0,04 10921 17054 
23/06/2017 7,45 82,55 0,04 12129 16940 
16/08/2017 7,45 71,40 0,03 11630 18420 
06/09/2017 7,60 64,02 0,03 13161 20316 
21/10/2017 7,42 70,88 0,03 13656 20566 
30/01/2018 7,36 83,50 0,04 12936 18666 
28/02/2018 7,38 78,80 0,04 11397 17725 
20/03/2018 7,45 63,33 0,04 11480 16200 
24/04/2018 7,35 84,25 0,05 10356 15866 
 
Tabla 12. Parámetros fisicoquímicos medidos en el digestor de Gandía. 





Acidez/alcalinidad SST (mg/L) SSV (%)  
enero-18 6,90 187 2371 0,08 17340 69 
febrero-18 6,90 135 2028 0,07 15540 69 
marzo-18 6,90 129 2025 0,06 17236 70 
abril-18 6,90 131 2382 0,05 18100 71 
may-18 6,90 178 2369 0,08 17480 71 
 
Tabla 13. Parámetros fisicoquímicos medidos en el digestor de Ontinyent. 









enero-18 7,97 166 2044 0,08 37,8 
febrero-18 7,18 149 3708 0,04 37 
marzo-18 7,29 155 3475 0,04 38,4 
abril-18 7,27 170 3478 0,05 31,8 
mayo-18 7,35 120 3221 0,04 35,5 
 
 
A continuación, en las tablas 14, 15 y 16 se muestran los parámetros operacionales de cada 
digestor en los periodos estudiados, así como el biogás producido y su contenido en metano 
(CH4). El biogás generado está expresado en m3 de biogás por Kg de sólidos suspendidos volátiles 
destruidos o eliminados. En el caso del digestor de Ontinyent, se facilitó en otras unidades, 
m3/mes, y éstas fueron transformadas a las mismas unidades para permitir hacer un estudio 
comparativo. La carga de cosustrato diaria es un valor medio que se ha calculado a partir de la 
DQO aportada por los cosustratos diariamente durante 20 días anteriores a la toma de muestra 
del digestor y la concentración de sólidos suspendidos volátiles presente en el digestor. En el 
digestor de Ontinyent no se realiza codigestión en los períodos estudiados. Además, tampoco 
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abr-17 30 37,7 0,016 1,21 64,2 
may-17 40 39 0,021 1,08 63,8 
jun-17 42 39,8 0,017 0,98 64,4 
ago-17 45 40,4 0,015 1,06 66,2 
sep-17 41 42,9 0,018 1,06 67,4 
oct-17 39 40,5 0,053 0,95 65,4 
ene-18 31 37,9 0,095 0,98 61,0 
feb-18 35 36,8 0,024 1,02 59,7 
mar-18 30 34,5 0,025 0,84 64 
abr-18 30 33,4 0,016 0,87 64 
 
 













enero-18 31 34 0,013 0,87 61 
febrero-18 28 33 0,011 0,69 61 
marzo-18 30 32 0,00009 0,88 61 
abril-18 32 30 0,005 0,66 61 
may-18 30 30 0,001 0,77 61 
 
 













enero-18 34 38 0,76 1,01 66 
febrero-18 31 37 0,77 0,84 67 
marzo-18 36 38 0,76 0,84 66 
abril-18 36 32 0,72 0,58 66 
mayo-18 22 35 1,16 0,86 66 
 
 





Utilizado para paralizar la actividad celular de las bacterias Gram negativas presentes en las 
muestras estudiadas. 
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Calentar 65 ml de agua bidestilada hasta 60ºC. Añadir 4 g de Paraformaldehído (PFA). Añadir 1 
gota de una solución de NaOH 2M y agitar rápidamente hasta que la solución se haya clarificado. 
Quitar de la fuente de calor y añadir 33 ml de PBS 3X. Ajustar el pH a 7,2 con HCl. Eliminar 
cualquier resto de cristales por filtración a través de 0,2-0,45 μm. Enfriar rápidamente a 4ºC y 
conservar a esta temperatura. Alicuotar 800 μL en tubos de 1,5 ml y conservar a -20°C. 
 
 
       TRIS-HCl 1M pH 8 (tampón de hibridación y tampón de lavado) 
 
Mantiene el pH neutro en el proceso de hibridación, ya que éste es sensible a los cambios de 
concentración y temperatura.  
 
Pesar 121,1 g de Tris base [tris(hidroximetil)aminometano] y disolver en 800 ml de agua 
destilada. Añadir 42 ml de HCl concentrado y enrasar hasta 1000 ml con agua destilada. 
Esterilizar en autoclave a 121ºC durante 15 min. Filtrar con 0,45 μm un volumen de 50 ml y 




El Na+ neutraliza la carga negativa en la cadena de ácidos nucleicos, facilitando la formación del 
híbrido ADN/ARN. 
 
Pesar 292,2 g de NaCl y disolver en 800 ml de agua destilada. Enrasar con agua destilada hasta 
un volumen de 1000 ml. Esterilizar en autoclave a 121ºC durante 15 minutos y posteriormente 
filtrar con 0,45 μm un volumen de 50 ml y guardar a temperatura ambiente en tubos Falcon. 
 
EDTA 0,5 M  
 
Es un quelante de los cationes metálicos. 
 
Pesar 186,1 g de EDTA y añadir 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 8 con NaOH para ayudar 
a disolver el EDTA. Completar hasta 1000ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121ºC 
durante 15 minutos y posteriormente filtrar. 
 
SDS 10% (tampón hibridación y tampón de lavado) 
 
Ayuda a romper la pared celular, mejorando la penetración de la sonda. También contribuye a 
mejorar la accesibilidad sobre la diana desnaturalizando o eliminando las proteínas. 
 
Pesar 10 g de SDS y llevar hasta 100 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121°C 
durante 15 minutos. 
 
Soluciones de Etanol al 50, 80 y 98% 
 
Se emplean para deshidratar las muestras fijadas sobre los pocillos ya que el agua podría 
disminuir la resolución durante la microscopía.  
 
Preparar cada solución a partir de etanol absoluto grado PRS en un volumen final de 40-50 ml y 
conservarlas en tubos Falcon.  
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Solución de gelatina para preparación de portaobjetos 
 
Se debe gelatinizar la superficie del portaobjetos sobre el que se coloca la muestra a analizar 
para conseguir una mejor adherencia de ésta y reducir la pérdida de microorganismos durante 
las posteriores fases del proceso. 
 
Pesar 0,1 g de gelatina y 0,01 g de sulfato potásico cromato y disolver en 100 ml de agua 
destilada a 60ºC. Una vez disuelta, dejar enfriar a 50°C. Sumergir durante 2-3 segundos cada 
porta y dejar secar en posición vertical overnight. 
 
Tampón fosfato salino (PBS 3x) 
 
Para 1L: disolver en primer lugar los fosfatos y después el cloruro sódico: 22,8 g de NaCl, 3 g de 
NaH2PO4, 2,88 g de Na2HPO4. Enrasar hasta 1000 ml con agua destilada y ajustar a pH 7,4 
Esterilizar por filtración con diámetro 0,20-0,45 μm. Conservar a 4°C en tubos Falcon de 50 ml. 
 
3.3.2. Equipos y materiales necesarios 
 
Tanto para la preparación de los reactivos como de las muestras, así como para el proceso de 
hibridación son necesarios una serie de equipos y materiales que se nombran a continuación: 
 
- Baño de agua con temperatura regulable. 
- Estufa de hibridación (46ºC). 
- Microscopio de epifluorescencia Leica DM 2500 con cámara Leica DFC 420C.  
- Líquido de montaje Marca Vectashield (Vector Laboratories, USA). 
- Portaobjetos de vidrio cubiertos con teflón con 10 pocillos. 
- Cubreobjetos. 
- Aceite de inmersión. 
- Centrífuga. 
- Agua milliQ. 
- Agua destilada. 
- Tubos falcon de 50 ml. 
- Tubos eppendorf de distintas capacidades. 
- Micropipetas automáticas. 
- Material volumétrico de vidrio. 
- Pipetas pasteur de plástico. 
- Balanza de precisión. 
 
3.3.3. Protocolo de FISH 
 
El protocolo a seguir para la identificación de los microorganismos mediante FISH es el siguiente: 
 
- Fijación de las muestras 
Para estudiar la microbiología presente en el momento en el que se coge la muestra, es 
necesario paralizar la actividad celular para que los microorganismos no sigan proliferando fuera 
del digestor en otras condiciones. Para ello, las muestras fueron fijadas siguiendo el protocolo 
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especificado más abajo, antes de 24 horas tras la toma de muestras. Posteriormente, se 
conservaron a -20ºC hasta que se procedió a su análisis por la técnica FISH. 
 
Los pasos seguidos para la fijación de las bacterias Gram negativas usando Paraformaldehído 
(PFA) se describen a continuación:  
 
• Añadir 3 volúmenes de PFA (750 µl) a 1 volumen de muestra (250 µl) y mantener a 4ºC 
durante 1-3 horas.  
• Centrifugar durante 3 min a 7000 rpm (5000 x g) para concentrar las células y 
posteriormente, eliminar el paraformaldehído que ha quedado como sobrenadante.  
• Resuspender (lavar) en PBS 1x.  
• Repetir los 2 últimos pasos. 
• Centrifugar de nuevo, eliminar el sobrenadante y resuspender al 50% de etanol. 
• Guardar a -20 ºC. 
Por otro lado, los pasos seguidos para la fijación de las bacterias Gram positivas son: 
 
• Añadir 1 volumen de etanol absoluto (500 µl) a 1 volumen de muestra (250 µl muestra 
+ 250 µl de PBS) y mantener a 4ºC durante 3 horas.  
• Centrifugar durante 3 min a 7000 rpm (5000 x g) para concentrar las células y 
posteriormente, eliminar el sobrenadante.  
• Resuspender (lavar) en PBS 1X. 
• Repetir los 2 últimos pasos. 
• Centrifugar de nuevo y eliminar el sobrenadante y resuspender al 50% de etanol (500 
µl etanol y 500 µl PBS). 
• Guardar a -20 ºC. 
 
- Preparación de los portaobjetos (gelatinizar) 
Con el fin de mejorar la adhesión de la muestra durante el tratamiento y obtener una 
distribución homogénea de ella sobre los pocillos, se recomienda usar portaobjetos 
previamente tratados con una solución de gelatina.  
 
Para ello, lavar los portaobjetos sumergiéndolos durante 15 min en un recipiente con agua y 
detergente. Luego enjuagarlos con agua destilada y dejarlos secar al aire. Mantener la solución 
de gelatina a 50ºC y sumergir los portaobjetos, una vez secos, durante unos 3 segundos para 
cubrirlos con la gelatina. Posteriormente, dejar secar los portaobjetos al aire en posición vertical 
durante 1 día.  
 
- Inmovilización de la muestra sobre el portaobjetos 
Colocar un volumen de 8 µl de muestra fijada en cada pocillo del portaobjetos previamente 
gelatinizado y posteriormente meter en la estufa a 46 ºC durante unos 10 minutos hasta que 




La deshidratación de las muestras inmovilizadas elimina el agua de éstas para aumentar la 
resolución durante la microscopía. Para ello se sumerge el portaobjetos en una batería de etanol 
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al 50, 80 y 98% durante 3 min en cada disolución. Posteriormente, dejar secar al aire antes de 
seguir con el siguiente paso. Después de este procedimiento, el portaobjetos con las muestras 
deshidratadas puede ser almacenado indefinidamente a -20ºC hasta que se proceda al proceso 
de hibridación. 
 
- Preparación de las sondas 
Las sondas adquiridas comercialmente están liofilizadas y tienen que ser resuspendidas en TE 
buffer. Para poder utilizarlas en FISH, se deben preparar a la concentración de trabajo de 50 
µg/ml, partiendo de la concentración de stock. Para ello son diluidas con la cantidad necesaria 
de agua milliQ y son almacenadas en pequeños tubos, unos 80 µl, a -20ºC.  
 
- Hibridación 
Preparar la solución de hibridación en un tubo de 2000 µl. Según el porcentaje de formamida 
necesario, en la tabla 17, se recoge la cantidad a añadir de formamida y de agua milliQ. Además, 
se deben añadir 360 µl de NaCl 5M, 40 µl de Tris/HCl 1M y 2 µl de SDS al 10%. La formamida 
debe de ser manipulada en campana extractora ya es que muy tóxica.  
 
Cada portaobjetos consta de 10 pocillos. Por cada pocillo que vaya a contener muestra a 
hibridar, añadir 1 μl de cada sonda (general y específica) y 8 μl de solución de hibridación. El 
portaobjetos se mete en la cámara de hibridación donde se mantiene en un ambiente con 
formamida. Realizar este paso lo más rápidamente posible para evitar la pérdida de 
fluorescencia de las sondas por la posible exposición a la luz.  Incubar a 46°C durante 1 hora.  
Mientras transcurre el tiempo de incubación, preparar la solución de lavado en un tubo falcon 
de 50 ml según % de formamida (Tabla 18). Además, este debe contener 1 ml de Tris/HCl, 50 µl 
de SDS y agua milliQ hasta un volumen de 50 ml. Una vez preparada, atemperar en baño a 48°C.  
 
Sacar el portaobjetos de la estufa evitando el contacto con luz directa, lavar con solución de 
lavado e introducir en la solución de lavado a 48ºC. Mantenerlo así durante 10-15 minutos. La 
solución de lavado elimina el exceso de sonda sin comprometer la hibridación y manteniendo 
condiciones similares a las de hibridación. Por último, lavar con agua MilliQ y dejar secar en 
oscuridad. Una vez seco, el portaobjetos se puede conservar a -20ºC.  
Tabla 17. Preparación de la solución de hibridación según el porcentaje de formamida. 
Cantidad de formamida 
(µl) 
% Formamida en el 
pocillo 
Cantidad de agua milli-Q 
0 0 1598 
100 5 1498 
200 10 1398 
300 15 1298 
400 20 1198 
500 25 1098 
600 30 998 
700 35 898 
800 40 798 
900 45 698 
1000 50 598 
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Tabla 18. Preparación de la solución de lavado según el porcentaje de formamida. 
% Formamida  NaCl (M) µl NaCl 5M µl EDTA 0,5M 
0 0,900 9000 - 
5 0,636 6300 - 
10 0,450 4500 - 
15 0,318 3180                    - 
20 0,225 2150 500 
25 0,159 1490 500 
30 0,112 1020 500 
35 0,080 700 500 
40 0,056 460 500 
45 0,040 300 500 
50 0,028 180 500 
 
3.3.4. Tratamiento de muestras con lisozima 
 
Según Meier et al. (1999) para mejorar la permeabilidad de la pared celular de los 
microorganismos objetivo de la sonda LGCmix del Phylum Firmicutes, se debe añadir una 
disolución de lisozima. Esta enzima rompe las paredes celulares de las bacterias y permite que 
las sondas accedan más fácilmente a los ribosomas. El procedimiento de permeabilización con 
lisozima partiendo de las muestras inmovilizadas deshidratadas con etanol es el siguiente: 
 
1. Aplicar 10 µl de disolución de lisozima con una concentración de 240000 U/ml (6 mg/ml) 
sobre cada uno de los pocillos extendiéndola homogéneamente. 
2. Colocar el portaobjetos en posición horizontal en un tubo falcon de 50 ml con papel 
humedecido con 2 ml de agua milliQ. 
3. Incubar a 37ºC durante 20 min.  
4. Lavar el portaobjetos 3 veces por inmersión en agua y posteriormente una vez en etanol 
absoluto. 
5. Dejar secar al aire. 
6. Una vez seco, seguir con el protocolo de hibridación o almacenar a -20ºC para su 




Las sondas utilizas en el estudio se han comprado ya marcadas para ser directamente utilizadas 
en FISH siendo necesario, previamente, prepararlas a la concentración de trabajo (50 
microgramos/l). En la tabla 19 se muestran las sondas empleadas en este estudio junto a su 
secuencia, el organismo al que va dirigida, el porcentaje de formamida, así como la referencia 
del artículo científico de donde se ha obtenido.  
 
A todas las muestras se les ha aplicado la sonda específica que hibrida los microorganismos que 
se quieren identificar y cuantificar en cada caso y un par de sondas generales que detectan la 
mayoría de las bacterias del dominio eubacteria, EUBmix, y las arqueas, ARCH915.  
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Para la hibridación con las sondas de metanogénicas se han utilizado las muestras fijadas de 
gram negativa, ya que según se ha consultado en la bibliografía (Sakai et al., 2008), los órdenes 
Methanomicrobiales y Methanobacteriales responden a este tipo de pared celular, mientras que 
los microorganismos del orden Methanosarcinales se clasifican tanto como gram positivas como 
negativas. Para este último orden, se llevó a cabo una hibridación con ambos tipos de muestras 
fijadas y la cuantificación dio como resultado una presencia similar. Por lo tanto, para la 
identificación de los microorganismos metanogénicos se emplearon las muestras de gram 
negativas. 
 
Los marcadores fluorescentes utilizados fueron FAM (6-carboxi-fluoresceina), el cual emite luz 
verde (λ=520 nm) al excitarse con luz azul (λ=490 nm) y TAMRA (6-carboxi-tetrametil-rodamina), 
el cual emite luz roja (λ=580 nm) al excitarse con luz verde (λ=546 nm). Las sondas generales, 
EUBmix y ARCH915, están marcadas con FAM y las específicas con TAMRA. 
 
Tabla 19. Sondas empleadas en este estudio. 
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Dadas las características de los diferentes órdenes de arqueas metanogénicas, el orden 
Methanopyrales no se ha incluido en el presente trabajo dado que sus miembros necesitan 
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rangos de temperatura óptimos para su crecimiento de 84 a 110°C (Huber y Stetter, 2001) y su 
presencia en digestores mesofílicos resulta imposible. En el caso del orden Methanococcales, el 
cual únicamente ha podido aislarse de ambientes con elevada salinidad (Whitman y Jeanthon, 
2003), si se ha estudiado su posible presencia en el reactor a pesar de intuir su ausencia.  
 
3.5. Observación y cuantificación 
 
La observación de las muestras hibridadas se realizó con un microscopio de epifluorescencia 
Leica DM 2500 empleando como fuente de luz una lámpara de mercurio (Figura 11). En este tipo 
de microscopio la luz incidente es emitida desde encima de la muestra y atraviesa un primer 
filtro que selecciona la longitud de onda capaz de excitar al fluorocromo. Esta radiación es 
reflejada por el filtro dicromático y enfocada por la lente del objetivo sobre la muestra, las 
moléculas fluorescentes de la muestra se excitan y emiten luz (por fluorescencia) de una 
longitud de onda específica y mayor. Esta luz es enfocada por el objetivo y la mayor parte pasa 
a través del filtro dicromático y no se refleja. Un filtro de barrera final bloquea toda la luz residual 
con la frecuencia de la radiación de excitación.  
 
Los filtros utilizados en el microscopio son los mostrados en la tabla 20: 
 















I3 Azul 450-490 510 515 FAM 
N2.1 Verde 515-560 580 590 TAMRA 
 
Para evitar la pérdida de fluorescencia de las moléculas, previamente a la observación al 
microscopio, se añadió líquido de montaje Vectashield. Es muy importante controlar la cantidad 
que se utiliza, ya que si se añade mucho más o menos de lo necesario se pueden obtener 
imágenes borrosas. 
 
Figura 11. Microscopio de epifluorescencia. 
 
Para cada muestra de interés, se han tomado imágenes de 20 campos elegidos al azar moviendo 
el portaobjetos en las dimensiones x e y, y ajustando el plano focal del microscopio en la 
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dimensión z. Al azar significa: No elegir los campos basándose en la presencia de 
microorganismos a cuantificar, esto sesgaría el análisis. Usar como criterio que el campo 
contenga biomasa microbiana pero no necesariamente los microorganismos a cuantificar. 
Fijarse en flóculos que tengan buen aspecto, no estén borrosos ni presente mucha 
autofluoresencia o background.  
Con el objetivo de 63 aumentos, se toma una imagen del canal rojo (sonda específica) y una del 
canal verde (sonda general) para cada campo, por lo que habrá un total de 40 imágenes por 
muestra a analizar. Conviene usar una baja ampliación para capturar más biomasa como sea 
posible en cada imagen. Esto mejorará las estadísticas. Las células de la sonda específica 
aparecerán en ambos canales ocupando la misma área en ambas imágenes.  
 
Una vez obtenidas las imágenes, para la cuantificación se ha empleado el software Matlab con 
el que se ha convertido la imagen en una escala de grises para posteriormente realizar una 
binarización diferenciando los pixeles con señal de los que no tienen señal. Esto se ha 
conseguido ajustando un par de parámetros que permiten regular el brillo y la señal de 
background.  
 
El software genera una hoja Excel donde aparecen, en tanto por cien, los píxeles con señal en el 
canal rojo respecto de los píxeles con señal del canal verde, es decir, respecto al total. Además, 
este valor va acompañado de la desviación estándar y la incertidumbre y un gráfico de barras 
donde se representa el porcentaje de bacterias específicas en cada campo y una media 
acumulada. Estos resultados servirán para comparar la abundancia de las poblaciones de 
bacterias entre las diferentes muestras analizadas.  
 
3.6. Análisis estadístico  
 
En base a los resultados obtenidos se han utilizado diversas técnicas estadísticas para el análisis 




- Media aritmética 
La media aritmética es el valor promedio de un conjunto de valores y es independiente de las 
amplitudes de los intervalos. Se calcula sumando todos los valores de la variable y dividiendo 








                        (1) 
 
 
- Desviación estándar 
La desviación estándar o desviación típica informa del grado de homogeneidad de los datos o 








                         (2) 
Trabajo final de máster: Caracterización y cuantificación de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en 
digestores anaerobios de EDAR 
 
 
Página | 50  
 
 
Comparando con el mismo tipo de datos, una desviación típica elevada significa que los datos 
están dispersos, mientras que un valor bajo indica que los valores son próximos los unos de los 
otros, y por lo tanto de la media. 
 
- Varianza 
La varianza de unos datos es la media aritmética del cuadrado de las desviaciones respecto a la 
media de esta. Se calcula aplicando la siguiente fórmula: 
 
𝜎2 =




                          (3) 
 
Comparando con el mismo tipo de datos, una varianza elevada significa que los datos están más 
dispersos mientras que un valor bajo indica que los valores están por lo general más próximos a 
la media. Un valor de la varianza igual a cero implica que todos los valores son iguales y, por lo 




La covarianza es el valor que refleja en qué cuantía dos variables aleatorias varían de forma 
conjunta respecto a sus medias. 
 
La fórmula de la covarianza se expresa como sigue (4): 
𝐶𝑜𝑣(𝑥, 𝑦) =




                         (4) 
Donde: 𝑦 es la media de la variable y, 𝑥 es la medida de la variable x. 
 
- Coeficiente de Correlación 
El coeficiente de correlación de Pearson es una medida de la relación lineal entre dos variables 
aleatorias cuantitativas. Se dice que la correlación es perfecta positiva cuando exactamente en 
la medida que aumenta una de ellas aumenta la otra, en cambio, la relación es perfecta negativa 
cuando en la medida que aumenta una variable disminuye la otra. Por lo tanto, el coeficiente de 
correlación de Pearson oscila entre -1 y +1 y se define por la siguiente ecuación (5), aunque 
comúnmente se suele utilizar el coeficiente de determinación R2 que es simplemente el 
cuadrado del coeficiente de correlación de Pearson, evitando de esta manera los valores 
negativos. 
𝑅(𝑥, 𝑦) =
∑ (𝑥𝑖 − 𝑥)(𝑦𝑖 − 𝑦)
𝑁
𝑖=1
√∑(𝑥𝑖 − 𝑥)2(𝑦𝑖 − 𝑦)2
                         (5) 
Donde:  
xi = valores de la variable x. 
𝑥 = media aritmética de la variable x. 
yi = valores de la variable y.  
𝑦 = media aritmética de la variable y. 
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En el caso de estar analizando una distribución n-dimensional con n > 2, podemos construir la 
llamada matriz de correlación. La matriz de correlación R es una matriz cuadrada n x n 
constituida por los coeficientes de correlación de cada pareja de variables, de manera que 
tendrá unos en su diagonal principal, y en los elementos no diagonales (i,j) los correspondientes 
coeficientes de correlación rij. La matriz de correlación será simétrica y puede considerarse 




Un diagrama de Boxwhisker, también conocido como diagrama de caja y bigotes, es un gráfico 
que está basado en cuartiles y mediante el cual se visualiza la distribución de un conjunto de 
datos. Está compuesto por un rectángulo (la «caja» o box en inglés) y dos brazos (los «bigotes» 
o whisker). 
El gráfico suministra información sobre los valores mínimo y máximo, los cuartiles Q1, Q2 o 
mediana y Q3, y sobre la existencia de valores atípicos y la simetría de la distribución. Primero 
es necesario encontrar la mediana para luego encontrar los dos cuartiles restantes. El cuartil Q1 
recoge el 25% de los datos, el Q2 constituye la mediana o el 50% de los datos y el Q3 el 75%. En 
la figura 12 se puede observar un diagrama de cajas y bigotes. 
 
Figura 12. Diagrama de cajas y bigotes. 
 
- Análisis de componentes principales (PCA) 
El Análisis de Componentes Principales (PCA) es una técnica estadística multivariante cuyo 
objetivo es transformar un conjunto de variables originales en un nuevo conjunto de variables 
conocidas como componentes principales. Con esto se consigue reducirlas a un menor número 
facilitando el análisis posterior de las interrelaciones entre ellas, perdiendo la menor cantidad 
de información posible. Los nuevos componentes principales serán una combinación lineal de 
las variables originales, y además serán independientes entre sí. Si las variables originales están 
incorreladas no tiene sentido realizar un análisis de componentes principales. 
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Existen diferentes criterios para seleccionar el número de componentes principales: 
 
-  Gráfico de sedimentación o de “codo”: es un gráfico donde se representa los valores 
propios frente al número de componentes. Buscar un codo en el gráfico, es decir, un 
punto a partir del cual los valores propios son aproximadamente iguales. 
- Criterio de la varianza explicada: seleccionar el número de componentes necesario para 
explicar una proporción predeterminada de la varianza, por ejemplo, el 80 o el 90%. 
- Criterio del valor propio: seleccionar los componentes principales asociados a valores 
propios superiores a un valor prefijado, por ejemplo, la varianza media. 
 
Como resultado se obtienen dos gráficos, el de cargas y el de puntuaciones. El gráfico de cargas 
muestra las relaciones existentes entre las variables e indica qué variables son responsables de 
los patrones observados en el gráfico de puntuaciones. Las variables que están correlacionadas 
positivamente están agrupadas en el mismo cuadrante mientras que sin están inversamente 
correlacionadas están situadas en cuadrantes opuestos diagonalmente.  Por su parte, el gráfico 
de puntuaciones representa cómo las diferentes muestras se relacionan unas con otras, en 
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4.1. Cuantificación  
 
Los resultados obtenidos de la cuantificación para cada una de las muestras estudiadas de cada 




En las tablas 21 y 22 se muestran los resultados cuantitativos de cada sonda aplicada para cada 
una de las muestras estudiadas procedentes del digestor de la EDAR de Quart-Benàger. 
En conjunto, los resultados de la comunidad bacteriana presentan una baja dinámica, es decir, 
baja variabilidad en sus abundancias relativas.  
 
Tabla 21. Resultados de la cuantificación de bacterias hidrolíticas, acidogénicas y sulfatoreductoras en las muestras 
del digestor de Quart-Benàger: porcentaje de hibridación de distintos niveles taxonómicos respecto del total de 
bacterias y arqueas acompañado de la incertidumbre. 
Muestras 
Bacterias hidrolíticas y acidogénicas Bacterias sulfatoreductoras 
Bet42a CFB560 LGCmix HGC69a 
CFX1223-
GNSB541 
SRB385Db SRB385 Dtm230 
3/4/17 1±1 0 1±1 5±1 3±1 4±1 <1 0 
8/5/17 2±1 0 1±1 4±1 2±1 1±1 <1 0 
23/6/17 2±1 0 1±1 2±1 1±1 1±1 <1 0 
16/8/17 2±1 0 1±1 <1 1±1 2±1 <1 0 
6/9/17 2±1 0 1±1 <1 1±1 <1 <1 0 
21/10/17 3±1 0 1±1 <1 1±1 1±1 <1 0 
30/1/18 2±1 0 1±1 3±1 3±1 2±1 <1 0 
28/2/18 2±1 0 1±1 4±1 3±1 3±1 <1 0 
20/3/18 3±1 0 1±1 4±1 4±1 4±1 <1 0 
24/4/18 3±1 0 <1 5±1 2±1 1±1 <1 0 
 
Tabla 22. Resultados de la cuantificación de arqueas metanogénicas de las muestras del digestor de Quart-Benàger: 
porcentaje de hibridación de distintos niveles taxonómicos respecto del total de bacterias y arqueas acompañado de 
la incertidumbre. 
Muestras MSMX860 MX825 MS821 MG1200b MB311 MC1109 
3/4/17 6±1 6±1 0 0 0 0 
8/5/17 6±1 3±1 0 0 0 0 
23/6/17 5±1 3±1 0 0 0 0 
16/8/17 5±1 2±1 0 0 0 0 
6/9/17 6±1 4±1 0 0 0 0 
21/10/17 6±1 2±1 0 0 0 0 
30/1/18 5±1 3±1 0 0 0 0 
28/2/18 4±1 3±1 0 0 0 0 
20/3/18 6±1 4±1 0 0 0 0 
24/4/18 6±1 3±1 0 0 0 0 
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Los resultados mostrados en las tablas anteriores se representan en la figura 13. Se ha utilizado 
la incertidumbre como medida de dispersión en lugar de la desviación estándar para considerar 
el número de campos estudiados. Ésta presenta valores del 1% para la hibridación de todos los 
microorganismos. Para los cálculos y representaciones gráficas, las abundancias menores del 1% 
se han fijado en 0,5. 
 
En general, es normal que se hayan obtenido porcentajes de hibridación tan bajos ya que en un 
digestor anaerobio se quiere estabilizar el fango, es decir, reducir el número de microorganismos 
viables, aunque al mismo tiempo son ellos los que hacen posible esa estabilización.  
 
 
Figura 13. Abundancia relativa de la población de bacterias y arqueas en el digestor de QB. La abundancia detectada 
por la sonda MX825 del género Methanosaeta está dentro de la de la sonda MSMX860 del orden Methanosarcinales. 
La población de bacterias detectada fue mayor que la de arqueas en todas las muestras. Se 
detectó presencia de los phylum Actinobacteria, Firmicutes y Chloroflexi, de la clase 
Betaproteobacteria del phylum Proteobacteria y de bacterias sulfatoreductoras (SRB). Debido a 
la gran diversidad de bacterias que existe en estos sistemas, es muy difícil identificar y cuantificar 
la comunidad bacteriana completa. El máximo porcentaje de bacterias obtenido tras la 
cuantificación ha sido de un 15,5%. Las únicas metanogénicas detectadas fueron las del orden 
Methanosarcinales siendo Methanosaeta el género predominante. 
 
En cuanto a la sonda del phylum Firmicutes (LGCmix), se han identificado señales 
correspondientes a positivos muy débiles y dispersas lo que puede estar ligado a que estas 
bacterias tienen la pared celular muy gruesa. Esto unido a la intensa autofluorescencia que 
presentan las muestras ha hecho muy difícil su cuantificación mediante Matlab, por lo que se ha 
realizado una cuantificación de forma manual sumando aproximadamente los pixeles que 
corresponde a la señal de la sonda con respecto a los pixeles totales de todo el flóculo utilizando 
Photoshop. Así se ha calculado una abundancia del 1% de este phylum en todas las muestras 
excepto en la del 24/4/18 en la que se observó una presencia menor. En cuanto a su morfología, 
presentan agrupaciones en forma de filamentos cortos. 
 
Por su parte, el phylum Chloroflexi mostró poca intensidad tras la hibridación de las muestras 
con las sondas CFX1223 y GNSB541. Tras ello, se revisó la bibliografía y se encontró una serie de 
helpers que habían sido añadidos en la hibridación para mejorar la intensidad de la señal. Se 
repitió la hibridación empleando las mismas sondas junto a los helpers. Dado que se tenía que 
emplear un total de ocho sondas por pocillo, se modificaron las cantidades añadidas. Se utilizó 
Trabajo final de máster: Caracterización y cuantificación de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en 
digestores anaerobios de EDAR 
 
 
Página | 55  
 
0,4 µl de la sonda del dominio arquea (ARCH915), 1 µl de la sonda del dominio eubacteria 
(EUBmix) y 0,4 µl de cada sonda específica y helper. El resultado se muestra en la tabla 21. 
 
En cuanto a la clase Betaproteobacteria, su abundancia en las muestras analizadas está entre el 
1 y el 3%. En la figura 14 se muestra una imagen de un campo a 630x de las bacterias detectadas 
de la clase Betaproteobacteria. 
 
 
Figura 14. Bacterias de la clase Betaproteobacteria (imagen a 630x). 
El phylum Actinobacteria supone uno de los grupos de bacterias más abundante identificado en 
las muestras analizadas. En cuanto a su morfología, la mayoría se unen formando filamentos 
gruesos (como cadenas de bacterias con formas rectangulares) en los que son visibles los septos 
celulares, que son las separaciones entre bacterias de la cadena (Figura 15). Tras consultar en la 
bibliografía (Nielsen et al., 2009), podrían corresponder al morfotipo Nostocoida limicola II, el 
cual está cubierto por la sonda utilizada (HGC69a). En los filamentos se ven células que no 
emiten fluorescencia probablemente debido a que esas células estén inactivas o muertas, ya 
que la fluorescencia depende del contenido en ribosomas. Se han cuantificado obteniéndose los 
resultados mostrados en la tabla 21. Su abundancia disminuye por debajo del 1% para las 
muestras de agosto, septiembre y octubre. 
 
Trabajo final de máster: Caracterización y cuantificación de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en 
digestores anaerobios de EDAR 
 
 
Página | 56  
 
 
Figura 15. Bacterias del phylum Actinobacteria en el digestor anaerobio (imagen a 630x). 
 
Para la detección de las bacterias sulfatoreductoras de la clase Deltaproteobacteria empleando 
las sondas SRB385 y SRB385Db se obtuvieron señales positivas para ambas con distinta 
abundancia. Con la sonda SRB385Db para las SRB de la familia Desulfobacteraceae (Figura 16), 
la señal varía entre las diferentes muestras mientras que con la sonda SRB385 para 
Desulfovibrionales, se obtuvo una abundancia menor del 1% en todas las muestras analizadas 
(Figura 17). Con la sonda SRB385Db se detectaron bacterias pequeñas, dispersas y muy poco 
floculadas (Figura 15). Los resultados se muestran en la tabla 21. Por otro lado, con la sonda 
Dtm230 se detecta a las SRB del género Desulfotomaculum pertenecientes al phylum Firmicutes, 
pero no se obtuvieron señales positivas.  
 
 
Figura 16. Bacterias sulfatoreductoras de la familia Desulfobacteraceae detectadas por la sonda SRB385Db (imagen 
a 630x). 
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Figura 17. Bacterias sulfatoreductoras del orden Desulfovibrionales detectadas con la sonda SRB385 (imagen a 630x). 
 
El orden Methanosarcinales es el más abundante en todas las muestras, estando ausentes las 
arqueas del orden Methanomicrobiales y Methanobacteriales. En el caso del orden 
Methanococcales, era de esperar su ausencia en las muestras estudiadas dado que suelen crecer 
en ambientes con elevada salinidad (Esteves, 2014; Whitman & Jeanthon, 2003). Por debajo del 
orden Methanosarcinales, se han aplicado dos sondas a nivel de género, MS821 para 
Methanosarcina y MX825 para Methanosaeta. Estas arqueas metanogénicas se diferencian en 
cuanto a su metabolismo, ya que Methanosarcina es capaz de generar metano tanto por la ruta 
hidrogenotrófica como por la acetoclástica mientras que Methanosaeta solo lo hace por la 
acetoclástica, es decir, utiliza acetato como único sustrato. En un principio se podría esperar que 
abundaran Methanosarcina ya que estas pueden utilizar dos sustratos y Methanosaeta solo uno. 
Sin embargo, tras realizar FISH con ambas sondas, solamente la sonda MX825 de Methanosaeta 
ha dado señales positivas. Según la bibliografía (Demirel et al., 2008; Nakakihara et al., 2014), 
Methanosaeta compite con Methanosarcina a bajas concentraciones de acético.  
 
Dado que con la sonda MSMX860 se identificaron microorganismos con morfología de barra, se 
esperaban que éstos fueran del género Methanosaeta ya que estos microorganismos presentan 
esta morfología (Figura 18). Los del género Methanosarcina detectados por la sonda MS821 son 
cocos, cocos irregulares o polígonos planos. Por ello, basándose en la morfología no se han 
identificado señales positivas del género Methanosarcina. 
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Figura 18. Arqueas metanogénicas del género Methanosaeta detectadas con la sonda MX825. La superposición de 
las sondas da el color naranja en la imagen (imagen a 630x). 
 
Las sondas para la identificación de miembros de los órdenes Methanobacteriales y 
Methanomicrobiales dieron resultados ambiguos. Con ambas sondas se ven puntos muy 
pequeños en el canal rojo que en un principio se creyó que correspondían a señales positivas de 
la sonda, pero en el canal verde no se aprecian o se muestran en rojo, lo que significa que son 
residuos inertes de la muestra que tienen mucha fluorescencia en el canal rojo y se pasan al 
verde. Además, con el fin de aclarar si esos puntos eran positivos, se observaron las muestras al 
microscopio con el objetivo de 1000 aumentos para comprobar si se veía la morfología de estas 
arqueas. Sin embargo, con 1000 aumentos, los puntos pequeños seguían viéndose muy 
pequeños por lo que se concluyó que dichas sondas daban resultados negativos. Al observar al 
microscopio el pocillo del control negativo (muestra con solución de hibridación), también se 
ven esos puntos pequeños, pero no en tanta cantidad, por lo que desde ese punto de vista si se 
podría pensar que corresponden a positivos.  
 
 
Muestras Gandía-La Safor 
 
En las tablas 23 y 24 se muestran los resultados cuantitativos de cada sonda aplicada para cada 
una de las muestras estudiadas procedentes del digestor de la EDAR de Gandía-La Safor. Al igual 
que para las muestras de Quart-Benàger, los resultados de la comunidad bacteriana presentan 
poca variabilidad. Al observar estas muestras al microscopio, presentaban más background que 
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Tabla 23. Resultados de la cuantificación de bacterias hidrolíticas, acidogénicas y SRB en las muestras del digestor de 
Gandía-La Safor: porcentaje de hibridación de distintos niveles taxonómicos respecto del total de bacterias y arqueas 
acompañado de la incertidumbre. 
Muestras 
Hidrolíticas y acidogénicas Sulfatoreductoras 
Bet42a CFB560 LGCmix HGC69a 
CFX1223-
GNSB541 
SRB385Db SRB385 Dtm230 
8/2/18 2±1 0 0 3±1 3±1 2±1 1±1 0 
21/2/18 3±1 0 0 3±1 3±1 2±1 1±1 0 
8/3/18 3±1 0 0 3±1 4±1 2±1 1±1 0 
27/3/18 3±1 0 0 3±1 4±1 2±1 1±1 0 
18/4/18 2±1 0 0 3±1 4±1 1±1 1±1 0 
2/5/18 2±1 0 0 3±1 4±1 2±1 1±1 0 
 
  
Tabla 24. Resultados de la cuantificación de arqueas metanogénicas en las muestras del digestor de Gandía-La Safor: 
porcentaje de hibridación de distintos niveles taxonómicos respecto del total de bacterias y arqueas acompañado de 
la incertidumbre. 
Muestras MSMX860 MX825 MS821 MG1200b MB311 MC1109 
8/2/18 3±1 3±1 0 <1 <1 0 
21/2/18 3±1 3±1 0 <1 <1 0 
8/3/18 4±1 3±1 0 <1 <1 0 
27/3/18 3±1 3±1 0 <1 <1 0 
18/4/18 4±1 2±1 0 <1 0 0 
2/5/18 4±1 3±1 0 <1 0 0 
 
 
En la figura 19 se muestran los resultados de la cuantificación para las muestras analizadas del 
digestor de la EDAR de Gandía. 
 
 
Figura 19. Abundancia relativa de la población de bacterias y arqueas en el digestor anaerobio de la EDAR de 
Gandía. La abundancia detectada por la sonda MX825 del género Methanosaeta está dentro de la de la sonda 
MSMX860 del orden Methanosarcinales. 
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Al aplicar la mezcla de sondas LGCmix para el phylum Firmicutes con las muestras previamente 
pretratadas con lisozima para facilitar la penetración de la sonda, no se han detectado señales 
positivas. Esto parece más un problema de inespecificidad de la sonda que de la no existencia 
de estos microorganismos ya que en estudios anteriores (Ramón Zornoza Martínez, 2015) esta 
sonda tampoco dio señales positivas y si lo hizo una sonda aplicada por debajo del phylum a 
nivel de especie, por lo que apunta a la inespecificidad de esta sonda. Además, estudios de 
secuenciación masiva de ADN han demostrado la presencia de Firmicutes en estos digestores 
cuando la sonda no lo ha detectado (datos sin publicar). 
 
Por su parte, la sonda CFB560 de Bacteroidetes tampoco dio señal de hibridación. Las sondas 
Bet42a para las bacterias de la clase Betaproteobacteria y HGC69a para las del phylum 
Actinobacteria sí hibridaron con las bacterias objetivo. Las señales detectadas por esta última 
sonda fueron un poco confusas porque no estaban bien definidas y se decidió cuantificarlas con 
una abundancia constante. El phylum Chloroflexi también fue identificado con bastante 
abundancia. 
 
La población de bacterias sulfatoreductoras resultó poco abundante. La sonda SRB385 mostró 
escasas señales positivas de hibridación que, además eran difíciles de cuantificar y no se 
observaron variaciones en su abundancia entre las muestras analizadas, por lo que se estimó 
una abundancia constante para todas ellas del 1%. Con la sonda SRB385Db se observaron más 
señales positivas (Figura 20), pero también se tuvieron dificultades en su cuantificación por lo 
que se hizo uso de Photoshop para retocar las imágenes. La sonsa Dtm230 de Desulfotomaculum 
no dio señal positiva de hibridación. 
 
 
Figura 20. Bacterias sulfatoreductoras de la familia Desulfobacteraceae detectadas por la sonda SRB385Db (imagen 
a 630x). 
Al igual que en el digestor de QB, el orden Methanosarcinales es el grupo más abundante de 
metanogénicas detectado (Figura 21). Dentro de este orden, el género Methanosaeta es el único 
que dio señales de hibridación. En cuanto a los órdenes Methanomicrobiales y 
Methanobacteriales, el porcentaje de hibridación respecto del total resultó ser menor que un 
1% en la mayoría de las muestras, por lo que no se ha realizado una cuantificación de estos 
órdenes, dado que la baja sensibilidad del método daría lugar a una cuantificación imprecisa al 
tratarse de un porcentaje tan reducido. Presentaban morfología de cocos y cocos irregulares. 
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En las tablas 25 y 26 se muestran los resultados cuantitativos de cada sonda aplicada para cada 
una de las muestras estudiadas procedentes del digestor de la EDAR de Ontinyent. Al igual que 
para los otros digestores, los resultados de la población microbiológica presentan poca 
variabilidad. Las muestras de este digestor presentaron más autofluorescencia y background 
que las de los otros dos digestores, lo que dificultó bastante la cuantificación. 
 
Tabla 25. Resultados de la cuantificación de bacterias hidrolíticas, acidogénicas y SRB en las muestras del digestor de 
Ontinyent: porcentaje de hibridación de distintos niveles taxonómicos respecto del total de bacterias y arqueas 
acompañado de la incertidumbre. 
Muestras 
Hidrolíticas y acidogénicas Sulfatoreductoras 




SRB385Db SRB385 Dtm230 
8/2/18 2±1 0 0 <1 2±1 <1 <1 0 
21/2/18 4±1 0 0 <1 3±1 <1 <1 0 
8/3/18 2±1 0 0 <1 3±1 <1 <1 0 
21/3/18 3±1 0 0 <1 2±1 <1 <1 0 
18/4/18 1±1 0 0 <1 2±1 0 0 0 
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Tabla 26. Resultados de la cuantificación de arqueas metanogénicas en las muestras del digestor de Ontinyent: 
porcentaje de hibridación de distintos niveles taxonómicos respecto del total de bacterias y arqueas acompañado de 
la incertidumbre. 
Muestras MSMX860 MX825 MS821 MG1200b MB311 MC1109 
8/2/18 3±1 3±1 0 <1 0 0 
21/2/18 1±1 1±1 0 <1 0 0 
8/3/18 3±1 3±1 0 <1 0 0 
21/3/18 2±1 2±1 0 <1 0 0 
18/4/18 2±1 2±1 0 <1 0 0 
2/5/18 3±1 3±1 0 <1 0 0 
 
En la figura 22 se representa la abundancia relativa de los microorganismos detectados en cada 
muestra del digestor de Ontinyent. Las metanogénicas del orden Methanosarcinales 
(MSMX860) pertenecieron en su totalidad al género Methanosaeta (MX825), por lo que en el 
gráfico se presenta la abundancia del género.  
 
 
Figura 22. Abundancia relativa de la población de bacterias y arqueas en el digestor anaerobio de Ontinyent. 
Durante la observación de las muestras, las bacterias sulfatoreductoras fueron muy poco 
abundantes y su cuantificación resultó imposible por el alto brillo de las muestras. Por ello, se 
ha estimado una abundancia de menos del 1% para las sondas SRB385Db y SRB385.  
 
La sonda de Bacteroidetes, al igual que en los otros digestores, no mostró señal positiva en 
ninguna de las muestras analizadas. Se observaron numerosos puntos pequeños brillantes en el 
canal rojo pero que también aparecían en el canal verde en rojo. Además, también aparecen en 
el control negativo, por lo que se llegó a la conclusión de que no correspondían a bacterias. 
 
La sonda Bet42a específica de la clase Betaproteobacteria dio señal positiva en todas las 
muestras analizadas con una abundancia relativa diferente. Algunas de las bacterias 
identificadas son filamentosas, siendo éstas más abundantes en la muestra del 21/3/18. 
 
Por su parte, la sonda HGC69a (Phylum Actinobacteria) mostró escasas señales positivas, por lo 
que se estimó una presencia menor del 1%.  
 
La mezcla de sondas LGCmix del phylum Firmicutes tampoco dio señal de hibridación a pesar de 
haber realizado la hibridación en dos ocasiones para cada una de las muestras, sin y con lisozima.  
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El conjunto de sondas del phylum Chloroflexi mostró resultados entre el 2 y el 3% en las muestras 
analizadas. 
 
Al igual que en las muestras de los otros digestores, el orden Methanosarcinales representa el 
grupo más abundante de arqueas metanogénicas. En cuanto a la morfología, ésta era 
ligeramente diferente a las de las muestras de Gandía y Quart. Se observaron barras formando 
cadenas (Figura 23). Dentro de este orden, el género Methanosaeta también mostró señal 
positiva. Se detectaron metanogénicas hidrogenotróficas del orden Methanomicrobiales en <1% 
pero no del orden Methanobacteriales. Por su parte, la sonda MC1109 (Orden 
Methanococcales), al igual que en las otras muestras, no mostró señales de hibridación. 
 
 
Figura 23. Arqueas metanogénicas del orden Methanosarcinales detectadas con la sonda MSMX860 (imagen a 630x). 
 
4.2. Comparación de la microbiología en función de los parámetros 
operacionales y fisicoquímicos  
 
Tras el tratamiento de los datos proporcionados por Aguas de Valencia, se seleccionaron 
períodos comparables entre sí de cada digestor para hacer un estudio comparativo de la 
microbiología. A continuación, se van a comentar cada uno de ellos. 
 
Digestor de Quart-Benàger 
 
Con el fin de estudiar la influencia del TRC sobre la población microbiana detectada en las 
muestras del digestor de QB, se seleccionaron los períodos mostrados en la tabla 27. Estos 
períodos difieren significativamente en el TRC con abril-2018 y presentan una misma carga 
orgánica debida a la adición de cosustrato.  
 
El TRC es un parámetro clave en la composición microbiológica de la digestión anaerobia debido 
a que los microrganismos que intervienen en este proceso tienen un crecimiento lento, y, por 
tanto, se requieren tiempos de retención celular elevados para el correcto desarrollo de éste. 
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Tabla 27. Períodos para estudiar el efecto del TRC en el digestor de QB. 
Período TRC (días) 
Carga cosustrato 
(Kg DQO/Kg SSV·día) 
T (ºC) pH AGV (mg/l) 
Mayo-2017 40 0,02 39 7,5 85,2 
Junio-2017 42 0,02 39,8 7,6 82,6 
Sept-2017 41 0,02 42,9 7,5 64 
Abril-2018 30 0,02 33,4 7,5 84,3 
 
La figura 24 representa la población de microorganismos identificada en las muestras analizadas 
de esos períodos junto con el TRC. Se observa, claramente, como a un TRC más bajo en la 
muestra de abril-2018 se favorece el desarrollo de las bacterias del Phylum Actinobacteria. No 
obstante, los resultados obtenidos para dichas muestras, no se explican únicamente por el TRC 
si no que influyen otros parámetros. La temperatura del digestor en abril-2018 también fue más 
baja en comparación con los otros tres períodos, lo que conlleva a un aumento de la 
concentración de AGV ya que las metanogénicas reducen su actividad al disminuir la 
temperatura. Por su parte, el pH se mantiene constante por lo que, aparentemente, no influye 
en las variaciones observadas. Esto está de acuerdo con estudios previos en los que la 
dominancia de Actinobacteria dependía de las condiciones operacionales del digestor (Cardinali-
Rezende et al., 2012).  
 
También se observa un ligero aumento de la población de Betaproteobacteria a un TRC más 
bajo. Esta pasa del 2% en las muestras de mayo-17 y junio-17 y 1% en la de sept-2017 a 3% en 
la de abril-2018, es decir, se triplica. También se observa en la tabla 27 como los AGV aumentan 
en la muestra de abril-2018. La población de Chloroflexi presenta poca variabilidad en estos 
períodos y no se observa una tendencia clara con el TRC. Lo mismo sucede con las bacterias 
sulfatoreductoras y las del phylum Firmicutes, que además fueron estimadas con una 
abundancia del 1% o menor. 
 
En cuanto a las metanogénicas, no se observa ninguna tendencia con el TRC. La población de 
metanogénicas no se ha visto afectada por una disminución del TRC en la muestra de abril-18, 
probablemente por la influencia de otros parámetros. Por lo tanto, a pesar de la bajada del TRC, 
las metanogénicas son capaces de degradar la materia orgánica, aunque dispongan de menos 
tiempo para la degradación. Además, éstas no varían estadísticamente en las muestras de estos 
períodos si se considera el error en la cuantificación de ±1. 
 
 
Figura 24. Población detectada en las muestras de los períodos seleccionados y variación del TRC. 
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Para estudiar el efecto de la carga orgánica debida al cosustrato, se ha seleccionado la carga más 
elevada introducida que corresponde a la muestra de enero-2018, con un valor de 0,14 Kg 
DQO/Kg SSV·día. Si se compara la población de la muestra de enero-2018 con la de abril-2017, 
marzo-2018 y abril-2018 en las que el TRC era el mismo y la carga más pequeña (Tabla 28), se 
observa que con la mayor carga la población de Methanosarcinales (MSMX860) presenta una 
abundancia del 5% mientras que en el resto de muestras es del 6%, es decir, un aumento de la 
carga del orden de 5 veces manteniendo el mismo TRC provoca una ligera reducción de la 
abundancia de Methanosarcinales probablemente por inhibición (Figura 25). Sin embargo, 
estadísticamente, esta relación no es concluyente ya que, si se considera el error en la 
cuantificación de la población de Methanosarcinales, ±1, un cambio del 5 al 6% no se considera 
significativo.  
 
Según Sundberg et al. (2013), la comunidad bacteriana es altamente influenciada por las 
características del sustrato, así como por las condiciones de operación. Sin embargo, no se 
observa ninguna relación significativa de las bacterias con la carga de cosustrato. 
 
Tabla 28. Períodos para estudiar el efecto de la carga. 





T (ºC) AGV (mg/l) pH 
Abril-2017 30 0,04 37,7 95,3 7,5 
Enero-2018 31 0,14 37,9 83,5 7,4 
Marzo-2018 30 0,04 34,5 63,3 7,5 
Abril-2018 30 0,02 33,4 84,3 7,4 
 
  
Figura 25. Abundancia relativa de las muestras de los períodos de abril-2017, enero-2018, marzo-2018 y abril-2018 
en comparación con la carga del cosustrato. 
Por otro lado, se seleccionaron períodos en los que se operó el digestor con el mismo TRC y la 
misma carga (Tabla 29) para ver si la población detectada variaba y que parámetros tenían 
influencia en esa variación. En la figura 26 se muestra la población microbiana de cada muestra 
dentro del período. Se aprecia cierta variabilidad sobre todo en la población de bacterias. Esto 
indica que otros parámetros que no son el TRC ni la carga están influyendo en dichas 
poblaciones. Los AGV parecen seguir una tendencia con la población detectada, de manera que 
una disminución de bacterias (y no de arqueas) va acompañada de una disminución de los AGV 
en el digestor. Sin embargo, una misma concentración de AGV en la muestra de Sept-17 que en 
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la muestra de marzo-18 ha ido acompañada de una abundancia de bacterias tres veces mayor 
(5 al 15%) en la muestra de marzo-18. Esto se debe a la utilización de un TRC menor que favorece 
a las bacterias frente a TRC altos, ya que un TRC más elevado conlleva una mayor estabilización 
del fango y, por lo tanto, una mayor muerte de bacterias que son parte de los SSV.  
 
La población de arqueas metanogénicas total detectada (MSMX860) no varía entre las muestras. 
Sí lo hacen las metanogénicas acetoclásticas, pero no siguen una tendencia que se pueda 
relacionar con los AGV. 
 










Figura 26. Abundancia relativa de la población microbiológica detectada en los períodos de interés en función de la 
concentración de AGV. 
 
Digestor de Gandía 
 
En el digestor de Gandía, el TRC presenta poca variabilidad, entre 28 y 32, en el período de 
muestras analizadas. La temperatura también varía poco, 30-34ºC. Se va a estudiar la influencia 
de la carga de cosustrato añadida sobre la población microbiana.  
 
En la figura 27, no se observa ninguna relación clara entre la carga alimentada y la microbiología. 
En el caso de los microorganismos del Phylum Chloroflexi parece que aumentan del 3 al 4% al 
bajar la carga, aunque la carga es muy baja en todos los casos, pero llega a ser más del doble 










T (ºC) pH 
Abril-17 30 0,04 95,3 37,7 7,5 
Marzo-18 30 0,04 63,3 34,5 7,5 
    
Mayo-17 40 0,02 85,2 39 7,6 
Junio-17 42 0,02 82,6 39,8 7,5 
Sept-17 41 0,02 64 42,9 7,6 
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considerar como un resultado concluyente ya que, estadísticamente, si se considera el error en 
la cuantificación (±1) un cambio del 3 al 4% no se considera significativo.  
 
Realmente la población es muy poco variable (estadísticamente no varía) debido a que las 
muestras fueron tomadas cada 15 días y los parámetros operacionales y fisicoquímicos varían 
muy poco. Se consideran más bien como muestras de un duplicado biológico.  
 
 
Figura 27. Abundancia relativa de la población microbiológica detectada en las muestras del digestor de Gandía en 
función de la carga orgánica debida al cosustrato.  
 
Digestor de Ontinyent 
 
En los períodos de estudio del digestor de Ontinyent, el TRC varía entre 31 y 36 días. Un aumento 
del TRC parece ir acompañado de un aumento en la población de arqueas mientras que la 
abundancia de la población de bacterias total se mantiene constante en las cuatro primeras 
muestras y disminuye en las dos últimas muestras, aunque el TRC es el mismo (Figura 28). Esta 
disminución en la población de bacterias al mismo TRC podría explicarse por una disminución 
de la temperatura en ese período (Figura 29). La población de Actinobacteria detectada se 
mantiene constante con una abundancia menor del 1%, mientras que la de Chloroflexi y 
Betaproteobacteria presentan más variabilidad entre las muestras.  
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Figura 28. Abundancia relativa de la población microbiológica detectada en las muestras del digestor de Ontinyent 
en función del TRC. 
 
 
Figura 29. Abundancia relativa de la población microbiológica detectada en las muestras del digestor de Ontinyent 
en función de la temperatura. 
 
De la muestra del 8/2/18 a la de 21/2/18 se observa un aumento del doble en la población de 
Betaproteobacteria que pasa del 2 al 4% mientras que la de Chloroflexi disminuye tres veces, del 
3 al 1%. La temperatura no influye en este cambio de la población ya que es prácticamente 
constante y el TRC disminuye de 34 a 31 días, que, aunque no es un gran cambio podría explicar 
el incremento en la abundancia de Betaproteobacteria en la muestra del 21/2/18, considerando 
que un TRC más alto conduce a una mayor estabilización del fango y, por lo tanto, a un menor 
número de bacterias. Además, la población de metanogénicas del género Methanosaeta 
también sufre una disminución del 3 al 1%, ya que las metanogénicas se ven favorecidas a TRC 
más altos que le permitan consumir los AGV generados en las etapas anteriores. Además, el pH 
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4.3. Comparación de los rendimientos entre los digestores 
 
La proporción de CH4 en el biogás oscila entre el 60-72% en volumen, siendo un valor habitual 
un 67%. El resto del gas es fundamentalmente CO2 con pequeñas cantidades de H2S y otros 
gases. La producción de gas varía en función del contenido en sólidos del fango sin digerir y la 
actividad biológica en el digestor. Valores típicos son de 500 a 750 L de gas/kg de SSV a la entrada 
y de 750 a 1100 L de gas/kg de SSV destruidos (Seco A. y Ferrer J., 2003). 
 
En la tabla 30 se muestran los rendimientos teóricos de biogás correspondientes a distintos 
compuestos presentes en el fango (Montalvo et al., 2000). Se prefiere expresar el rendimiento 
de biogás en base a Kg de sólidos suspendidos volátiles (SSV) destruidos y no totales (SST) ya 
que no todos los SST son biodegradables, es decir, que no todos van a producir biogás. Hay que 
tener en cuenta, además, que alrededor del 10 % de la materia orgánica consumida es empleada 
en la síntesis celular.  
 
Tabla 30. Rendimiento teórico de gas metano para diferentes sustratos (Montalvo et al., 2000). 









En los digestores estudiados, la producción de biogás está dentro de ese rango de valores típicos, 
presentando el digestor de QB un mayor rendimiento en comparación con los otros dos (Figura 
30). Basándose en los parámetros operacionales de los digestores, esto podría explicarse por la 
utilización de TRC mayores que en el digestor de Gandía y Ontinyent (Figura 31). Se debe esperar 
que a más TRC, el fango esté más estabilizado y se produzca más biogás. Además, elevados 
tiempos de retención hidráulica favorecen a las poblaciones de arqueas (Moon et al., 2015; Isa 
et al., 1986). Si se compara la temperatura entre los tres digestores, ésta se mantiene por encima 
en el digestor de QB (Figura 31). Gandía trabaja por debajo de la temperatura óptima de 35ºC, 
lo que puede explicar que el biogás sea menor. Esta temperatura combina las mejores 
condiciones de crecimiento de las bacterias con la mayor velocidad de producción de metano. 
Si se presta atención a la carga orgánica debida al cosustrato (Figura 32), ésta también es mayor 
en el digestor de QB en comparación con el de Gandía y el de Ontinyent, en el que no se añade 
cosustrato.  
 
Según los parámetros fisicoquímicos medidos, el pH presenta un valor más estable, alrededor 
de 7,5, en el digestor de QB mientras que en el de Gandía presenta un valor más bajo y constante 
de 6,9 y en Ontinyent varía entre 7,2 y 8 (Figura 33). Según Amani et al. (2010), un pH entre 6,8 
y 7,4 se considera óptimo para el proceso de digestión anaerobia. En cuanto a la concentración 
de ácidos grasos volátiles (AGV) (Figura 34), ésta es más elevada en los digestores de Gandía y 
Ontinyent, lo que podría indicar que se han ido acumulando conduciendo a una bajada en el 
rendimiento de estos digestores. Sin embargo, el pH se ha mantenido dentro de un rango 
óptimo, por lo que las elevadas concentraciones de AGV han sido contrarrestadas gracias a la 
correcta capacidad tamponante del sistema. Según Amani et al. (2010), una concentración de 
AGV medidos como ácido acético en el rango de 50-500 mg/l es óptima para que el proceso de 
digestión anaerobia se desarrolle con buenos rendimientos de biogás. 
 
Trabajo final de máster: Caracterización y cuantificación de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en 
digestores anaerobios de EDAR 
 
 
Página | 70  
 
Una comparación entre el biogás generado en el digestor de Gandía y el de Ontinyent (Figura 
30) permite ver que el de Ontinyent presenta un rendimiento ligeramente mayor. La utilización 
de TRC y temperaturas ligeramente mayores en Ontinyent respecto de los usados en Gandía, 
podrían explicar los rendimientos de biogás mayores. Sin embargo, se podría decir que a pesar 
de la adición de cosustrato en Gandía no se obtienen rendimientos mejores que los de 
Ontinyent, probablemente debido a que los TRC (y la temperatura) son ligeramente más bajos 
que los empleados en Ontinyent y una cosa compensa a la otra. Además, el pH se mantiene en 
6,9 y es ligeramente más bajo que el de Ontinyent (Figura 33), por lo que la más baja producción 
de biogás en el digestor de Gandía podría ser debida a la inhibición de la actividad metanogénica 
por un pH bajo.  De todos modos, el pH presenta poca variabilidad en los tres digestores, por lo 




Figura 30. Gráfico de cajas y bigotes para la comparación de la producción de biogás entre los tres digestores 
estudiados.  
 
Figura 31. TRC y temperatura en los tres digestores. 
Cuando la temperatura cae por debajo de 32ºC, se debe tener en cuenta la acumulación de AGV, 
ya que los microorganismos encargados de su formación pueden permanecer activos a esas 
temperaturas, pero la producción de metano transcurre más lentamente (Borja et al., 1995). Los 
microorganismos metanogénicos por su parte, son muy sensibles a las variaciones de 
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temperatura, ya que ésta influye en factores físicos y biológicos del proceso de conversión. La 
producción de ácidos puede continuar a un ritmo rápido a 21ºC, mientras que la producción de 
metano se ve gravemente afectada (Gerardi, 2003; Demirel et al., 2005; Collins et al., 2005; Chen 
et al., 2008). El rango de temperaturas usado en el digestor de Gandía, más bajo que el de los 
otros dos digestores, podría explicar la mayor concentración de AGV en este digestor (Figura 34) 





Figura 32. Carga debida al cosustrato en los tres digestores.  
 
 
Figura 33. pH en los tres digestores. 
 
Cuando el TRC disminuye, los ácidos grasos volátiles se pueden acumular, dada la lenta velocidad 
de crecimiento de las arqueas metanogénicas que se ven favorecidas por elevados tiempos de 
retención celular. Esto podría explicar que la producción de biogás sea menor en el digestor de 
Gandía y Ontinyent, en los que el TRC es menor en comparación con el digestor de QB y la 
concentración de AGV es más elevada. Además, en el digestor de Gandía, el pH es ligeramente 
más bajo.  
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Figura 34. Concentración de ácidos grasos volátiles en los tres digestores. 
 
El contenido en CH4 del biogás se encuentra dentro del rango típico 60-72% (Figura 35), por lo 
que es un buen indicador de la estabilidad del proceso.  Se aprecia como la proporción en 
metano en el digestor de QB es más variable que en el de Gandía y Ontinyent. La composición 
del biogás, entre otras cosas, depende de la temperatura debido a la dependencia de la 
solubilidad de los diferentes gases con la temperatura. 
 
 
Figura 35. Contenido en metano del biogás en los tres digestores. 
Por lo tanto, la producción de biogás es, en general, más elevada en el digestor de QB, debido a 
la utilización de parámetros operacionales como el TRC, temperatura y carga orgánica más 
elevados. Mirando las figuras 36, 37 y 38, donde se representa la producción de biogás en 
función de los parámetros operacionales para cada digestor, se puede ver como existe una 
tendencia de mayor producción de biogás al aumentar el TRC, la temperatura y la carga de 
cosustrato. 
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Figura 36. Comparación de la producción de biogás entre los tres digestores según el TRC. 
 
 
Figura 37. Comparación de la producción de biogás entre los tres digestores según la temperatura del proceso. 
 
 
















































































Carga cosustrato (Kg DDO/Kg SSV·día)
QB Gandía
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En la figura 38 puede verse como una carga del orden de 4 veces mayor a las demás utilizadas 
en el digestor de QB no ha conducido a una producción de biogás mucho mayor. La relación 
DQO introducida/Biogás producido (o más bien metano) no tiene por qué ser lineal. Se podría 
decir que, aparentemente, existe un valor a partir del cual un aumento de la carga orgánica 
conduciría a una acumulación de ácidos debido a que las bacterias fermentativas crecen más 
rápido que las metanogénicas, conduciendo a una disminución en la producción de biogás. Sin 
embargo, no se ha observado un aumento pronunciado en la concentración de AGV (han pasado 
de 71 a 84 mg/l) pero si una reducción en el porcentaje de metano en el biogás, presentando 
los valores más bajos durante todo el período de estudio (60%). También, el TRC era menor (30 
días), por lo que las metanogénicas necesitaban más tiempo para consumir esos AGV.  
 
En la figura 39 se muestra la población de bacterias detectada en los tres digestores. En los tres 
digestores se detectó la misma comunidad bacteriana a excepción del phylum Firmicutes que 
solo se identificó en el digestor de QB con una abundancia del 1%, lo que podría estar unido a la 
mayor producción de biogás de este digestor. Según Abendroth et al. (2015), Firmicutes fue 
particularmente abundante en digestores con alta producción de biogás (3000-5000 ml/l) 
mientras que cuando la producción de biogás era menor (0-1500 ml/l) este phylum estuvo muy 
poco presente. En nuestro estudio, el digestor de QB presenta un mayor rendimiento de biogás 
en comparación con los otros dos lo que podría estar relacionado con la presencia de bacterias 
del phylum Firmicutes.  
 
Las bacterias del phylum Firmicutes han sido descritas como principales degradadores de 
material celulósico (Hanreich et al., 2013) y generan sustratos directamente utilizados por las 
metanogénicas. Un total de 23 géneros diferentes han sido identificados con la habilidad de 
funcionar como bacterias sintróficas, las cuales convierten ácidos grasos volátiles producidos 
por las bacterias acidogénicas como butirato en acetato, hidrógeno y dióxido de carbono. La 
mayoría de estas bacterias sintróficas se encuentran dentro del phylum Firmicutes (Schuchmann 
y Müller, 2014). Por lo tanto, la presencia de Firmicutes en el digestor de QB podría incrementar 
la concentración de acetato e hidrógeno en el digestor, pudiendo beneficiar el crecimiento de 
las metanogénicas tanto acetoclásticas como hidrogenotróficas. Esto podría apoyar el 
razonamiento de que la presencia de Firmicutes en el digestor de QB esté relacionado con la 
mayor producción de biogás en este digestor. 
 
Por su parte, el phylum Chloroflexi (Figura 39) es ligeramente más abundante en los digestores 
de Gandía y Ontinyent, digestores en los que el rendimiento de biogás es más bajo si se compara 
con el de QB. Esto parece estar de acuerdo con resultados vistos previamente de que este 
phylum fue más abundante en plantas de aguas residuales donde el rendimiento de biogás fue 
menor (Abendroth et al., 2015). El phylum Chloroflexi está compuesto de bacterias hidrolíticas 
capaces de degradar carbohidratos (Ariesyady et al., 2007) y acidogénicas que producen el 
sustrato, acetato, que las metanogénicas y las SRB utilizan en presencia de sulfato para 
desarrollarse. 
 
El phylum Actinobacteria presentó más variabilidad entre las muestras y fue más abundante en 
el digestor de QB, donde además fue el phylum de bacterias predominante. Esto indica que este 
grupo de bacterias hidrolíticas y acidogénicas predominó cuando la carga de cosustrato fue 
mayor, resultado consistente con Rincón et al. (2008). Quizás la dominancia de este phylum en 
el digestor de QB esté relacionado con la mayor producción de biogás. Se podría decir que 
Actinobacteria ha contribuido más al tratamiento de los residuos orgánicos que se han añadido 
en comparación con los otros phylum detectados. 
 
La clase Betaproteobacteria del phylum proteobacteria también está presente en los tres 
digestores con diferentes abundancias. Según Abendroth et al. (2015), Proteobacteria fue solo 
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encontrado en plantas con bajo rendimiento en biogás (0-1000 ml biogás/l). En este estudio, la 
clase Betaproteobacteria parece más abundante en el digestor de Gandía y Ontinyent, en los 
que el rendimiento en biogás es menor en comparación con el de QB.  
 
 
Figura 39. Abundancia relativa de Chloroflexi, Betaproteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes en cada digestor. 
Las SRB compiten con las bacterias hidrolíticas, acidogénicas, acetogénicas y metanogénicas por 
los sustratos orgánicos o por el hidrógeno y utilizan sulfato como aceptor de electrones 
generando sulfuro de hidrógeno. Como puede verse en la figura 40, las SRB fueron más 
abundantes en el digestor de QB, seguido por el de Gandía y se estimaron con una abundancia 
de menos del 1% en el de Ontinyent. De los cosustratos añadidos en QB se sabe que el 
procedente de una empresa de fabricación de Biodiesel presenta alto contenido en sulfatos 
(información adquirida durante mi estancia en prácticas en esta EDAR), motivo por el que se 
podría explicar la mayor abundancia de SRB en este digestor. Por el contrario, no se tiene 
ninguna información de la concentración de sulfato en los digestores de Gandía y Ontinyent. Así, 
el hecho de que en los dos digestores donde se utilizan cosustratos existan más SRB es una 
conclusión para tener en cuenta.  
 
 
Figura 40. Abundancia de las bacterias sulfatoreductoras en los tres digestores (SRB385: Desulfovibrionales y 
SRB385Db: Desulfobacteraceae). 
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Observando la figura 41, se ve como la producción de H2S en el digestor de Ontinyent es 
prácticamente nula mientras que en QB sufre muchas fluctuaciones y presenta valores muy 
elevados. Esto podría tener relación con la baja detección de SRB en el digestor de Ontinyent. Si 
las SRB están inhibidas, no se produce H2S. Esta inhibición podría estar relacionada con la falta 
de sulfato, la mayor concentración de AGV en este digestor o por la posible más alta 
concentración de amoníaco (no se cuenta con datos de amoniaco, pero el hecho de que exista 
menos Methanosaeta y se haya detectado algo de hidrogenotróficas en el digestor de Ontinyent 
podría indicar la presencia de una mayor concentración de amonio) (Xiaohu et al., 2017).  
 
 
Figura 41. Producción de H2S en los tres digestores. 
El H2 producido por las bacterias del phylum Firmicutes puede ser utilizado por las SRB, lo que 
podría explicar la mayor abundancia de SRB en el digestor de QB, en el que se ha detectado la 
presencia del phylum Firmicutes. 
 
La abundancia relativa de las SRB detectadas por la sonda SRB385 fue menor que las detectadas 
por la sonda SRB385Db, tanto en el digestor de QB como en el Gandía, lo que podría indicar que 
las detectadas por la sonda SRB385Db son las responsables de la mayor producción de H2S. Así, 
la mayor abundancia de SRB (sonda SRB385Db) en el digestor de QB es consistente con la mayor 
producción de H2S en este digestor. 
 
Por lo tanto, un pH más alto en los digestores de QB y Ontinyent (Figura 33) beneficia a la 
cantidad de biogás generado, pero no a la calidad de éste, ya que el biogás generado en el 
digestor de QB presenta una gran cantidad de H2S. 
 
Debido a la supuesta alta concentración de sulfato en el digestor de QB, las SRB compiten con 
las metanogénicas hidrogenotróficas por el hidrógeno, motivo que podría explicar que no se 
hayan detectado estas metanogénicas en este digestor. Sin embargo, la producción de metano 
no se ve reducida por lo que se podría concluir que está principalmente relacionada con 
Methanosaeta, la metanogénica acetoclástica. Además, si hay suficiente DQO, las 
metanogénicas apenas se verán afectadas y la producción de metano tampoco. En presencia de 
sulfato, primero las SRB utilizan la DQO hasta que todo el sulfato haya sido transformado a 
sulfuros y después la DQO restante podrá ser utilizada por el resto de los microorganismos.  
 
En los siguientes gráficos (Figura 42, 45 y 47) se observa la variación de la población de bacterias 
en las muestras analizadas de los tres digestores en comparación con la producción de biogás 
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de cada período. A simple vista no se observa ninguna relación clara entre las bacterias y el 
rendimiento del digestor.  
 
 
Figura 42. Evolución temporal de la población de bacterias en el digestor de QB y de la producción de biogás. 
En la figura 43 se observa como la disminución en la población de bacterias fermentativas 
hidrolíticas y acidogénicas de los phylum Chloroflexi y Actinobacteria en las 5 primeras muestras 
fue responsable de la disminución de la concentración de AGV en el digestor y se podría decir 
que también responsable de la producción de biogás (Figura 42). Luego se produce un aumento 
en los AGV y en la población de las bacterias de esos phylum en las muestras de octubre y enero, 




Figura 43. Evolución temporal de la población de bacterias en el digestor de QB y de los AGV. 
En la figura 44 se representa la población de bacterias y la carga de cosustrato. Puede observarse 
como no existe una tendencia clara entre ambos. Sin embargo, puede verse como un aumento 
brusco de la carga (0,14 Kg DQO/Kg SSV·día) va seguido de un aumento en la población 
bacteriana en las muestras de febrero y marzo. No obstante, este aumento de la carga no 
coincide con un aumento excesivo en la concentración de AGV (Figura 43), por lo que éstos 
pueden estar siendo consumidos por las metanogénicas y las SRB. 
 
Trabajo final de máster: Caracterización y cuantificación de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en 
digestores anaerobios de EDAR 
 
 
Página | 78  
 
 
Figura 44. Evolución temporal de la población de bacterias en el digestor de QB y de la carga de cosustrato añadida. 
En el caso del digestor de Gandía (Figura 45), la población bacteriana total no sufre tantas 
fluctuaciones entre las muestras analizadas que puedan asociarse a la producción de biogás, ya 
que solo varía entre el 11 y el 13%. En la figura 46 puede verse como no existe una clara 
tendencia entre el cosustrato añadido y las bacterias. En las primeras tres muestras se observa 
un ligero aumento en la población al mismo tiempo que la carga disminuye, cuando se debería 
esperar una tendencia contraria. Además, en la muestra del 27/3/18, correspondiente a un 
período en el que no se añadió cosustrato, la población detectada es la misma que en la muestra 
anterior. Por lo tanto, no se observa un efecto claro del cosustrato sobre la población de 
bacterias de este digestor. 
 
 
Figura 45. Evolución temporal de la población de bacterias en el digestor de Gandía y de la producción de biogás. 
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Figura 46. Evolución temporal de la población de bacterias en el digestor de Gandía y de la carga de cosustrato 
añadida. 
Por su parte, la población bacteriana detectada en las muestras del digestor de Ontinyent (Figura 
47) presenta más variabilidad en comparación con la de Gandía. Se observa como una 
disminución de la población bacteriana total del 6,5% (en las cuatro primeras muestras) al 4,5% 
va acompañada de una disminución en la producción de biogás. Esto podría estar relacionado 
con una disminución de la temperatura en este período, que pasa de 37-38 ºC a 32ºC. En la 
figura 48 se muestra la población junto con la concentración de AGV. Estos se mantienen 




Figura 47. Evolución temporal de la población de bacterias en el digestor de Ontinyent y del biogás producido. 
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Figura 48. Evolución temporal de la población de bacterias en el digestor de Ontinyent y concentración de AGV.  
 
En la figura 49 se muestra un gráfico comparativo de la población de arqueas metanogénicas 
identificada en cada digestor. En él se observa como las arqueas del orden Methanosarcinales 
detectadas por la sonda MSMX860 están presentes en los tres digestores, siendo el grupo de 
metanogénicas dominante. En muchos otros estudios, los resultados obtenidos para el dominio 
arquea se caracterizan porque en la mayoría de los casos, el orden dominante o el único orden 
identificado dentro de este dominio es el Orden Methanosarcinales (Lee et al., 2014; 
Zamanzadeh et al., 2013). Sin embargo, comparando los tres digestores, éstas son más 
abundantes en las muestras analizadas del digestor de QB, por lo que la mayor producción de 
biogás en este digestor podría atribuirse a la mayor abundancia de Methanosarcinales.  
 
Dentro del orden Methanosarcinales, el género Methanosaeta (sonda MX825) es el dominante 
en todas las muestras analizadas de los tres digestores, resultados consistentes con otros 
estudios en los que se ha visto la dominancia de este género a bajas concentraciones de acetato 
(Zheng y Raskin, 2001; Demirel et al., 2008, Nakakihara et al., 2014), lo que significa que la mayor 
parte del metano generado es producido por una ruta acetoclástica, es decir, la llevada a cabo 
por metanogénicas que utilizan como sustrato el acético. No se han detectado metanogénicas 
hidrogenotróficas en las muestras de QB, lo que podría indicar que la mayor parte del metano 
generado en este digestor procede de metanogénicas que utilizan acético. Por tanto, una posible 
explicación de la ausencia del resto de arqueas estudiadas, es la falta de sustrato. Por el 
contrario, si se han detectado metanogénicas hidrogenotróficas del orden Methanomicrobiales 
en los digestores de Gandía y Ontinyent, pero en una abundancia <1%. Además, en el de Gandía, 
se identificó la presencia de hidrogenotróficas del orden Methanobacteriales en cuatro de las 
seis muestras analizadas, pero también en una abundancia <1%. 
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Figura 49. Comparación de la población de arqueas metanogénicas detectada en los tres digestores. 
Las SRB compiten con las metanogénicas hidrogenotróficas por el H2, lo cual reduce la 
producción de metano (Chen et al., 2008). En los digestores de QB y Gandía, las SRB 
predominaron sobre las metanogénicas hidrogenotróficas en la competición por el H2. Sin 
embargo, la no presencia de metanogénicas hidrogenotróficas en el digestor de QB parece no 
afectar a la producción de metano ya que este se genera principalmente por la vía acetoclástica. 
La predominancia de SRB en la utilización de H2 se relaciona con parámetros cinéticos más 
favorables (Colleran et al., 1995). Según Colleran y Pender, 2002, las SRB fueron dominantes en 
condiciones mesofílicas (37ºC) mientras que las metanogénicas hidrogenotróficas lo fueron a 
condiciones termófilas (55ºC). 
 
La presencia de ácidos grasos volátiles (AGV) es de gran importancia en el proceso ya que 
constituye el precursor principal de la metanogénesis. Muchos especialistas consideran que la 
concentración de AGV en un digestor no debe sobrepasar los 2 kg/m3. Se plantea generalmente 
que una concentración de 0,3 kg/m3 en el digestor puede considerarse óptima (Lorenzo Acosta 
et al., 2005). En los digestores de este estudio, éstos se encuentran por debajo de 200 mg/l 
(Figura 34) siendo más elevados en el digestor de Gandía, seguido por el de Ontinyent y más 
bajos en el de QB.  
 
Según Karakashev et al. (2005), la carga orgánica no afecta a la diversidad de metanogénicas, 
pero si la concentración de amoníaco y de ácidos grasos volátiles. Así, a altos niveles de 
amoníaco y ácidos (>2000 mg N/l y >300 mg HAc/l) dominó la familia Methanosarcinaceae y a 
bajos (<1200 mg N/l y 10-100 mg HAc/l) Methanosaetaceae. La presencia de Methanosaetaceae 
a bajas concentraciones de AGV y amoniaco también está de acuerdo con otros estudios (Koster 
et al., 1984; García et al., 2000) indicando que las metanogénicas que utilizan acetato son más 
sensibles a estos compuestos que las hidrogenotróficas. La familia Methanosaetaceae es la más 
vulnerable seguida por Methanosarcinaceae mientras que las hidrogenotróficas son las más 
tolerantes (Karakashev et al., 2006; De Vrieze et al., 2012; Lü et al., 2013). Algunos estudios han 
sugerido que las metanogénicas hidrogenotróficas son dominantes durante la inhibición debido 
a altas concentraciones de AGV y amonio (De Jonge et al., 2017). Por lo tanto, la detección de 
metanogénicas hidrogenotróficas en los digestores de Gandía y Ontinyent, en los que la 
concentración de AGV es más elevada en comparación con el de QB (pero sin llegar a alcanzar 
concentraciones tóxicas o que desestabilicen el sistema), podría asociarse a que estas 
metanogénicas son menos sensibles a estos compuestos. En el digestor de QB, esto podría 
significar que el fango tiene bajos niveles de amonio y ácidos grasos volátiles y que la actividad 
acidogénica no es muy elevada.  
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En la figura 50 se puede ver la variación de la población de arqueas en las muestras analizadas 
del digestor de QB y la producción de biogás. No se observa ninguna tendencia clara (como se 
verá más adelante, tampoco se vio tal relación en la matriz de correlaciones ni en el análisis de 
componentes principales). Los valores más bajos de biogás, 0,84 y 0,87, se corresponden con los 
valores más bajos de TRC y temperatura de todos los períodos estudiados. Además, en la figura 
51 se observa un aumento de los AGV en la última muestra. 
 
 
Figura 50. Abundancia de arqueas Metanogénicas y producción de biogás en el digestor de QB. Las metanogénicas 
del orden Methanosarcinales suponen el total mientras que las del género Methanosaeta están dentro de las 
anteriores. 
En la figura 51 puede observarse como una disminución de la población de metanogénicas 
acetoclásticas (Methanosaeta) en las 4 primeras muestras va acompañado de una disminución 
de los AGV.  
 
 
Figura 51. Abundancia de arqueas Metanogénicas y variación de los AGV en el digestor de QB. 
En el digestor de Gandía tampoco se observa una relación clara entre las metanogénicas y la 
producción de biogás durante el periodo de estudio (Figura 52). Esto puede deberse 
principalmente a que la población de metanogénicas presentó muy poca variabilidad y, por lo 
tanto, la producción de biogás varía poco. Las metanogénicas hidrogenotróficas, aunque fueron 
Trabajo final de máster: Caracterización y cuantificación de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en 
digestores anaerobios de EDAR 
 
 
Página | 83  
 
detectadas, están presentes en una abundancia <1%, por lo que no tienen mucha influencia en 
el rendimiento de biogás. 
 
 
Figura 52. Abundancia de arqueas Metanogénicas y producción de biogás en el digestor de Gandía. 
De la misma forma, la población de metanogénicas identificada en el digestor de Ontinyent 
presenta escasa variabilidad (Figura 53). Sin embargo, se ha visto una abundancia tres veces 
menor en la muestra del 21-2-18 en comparación con la muestra previa y posterior. Esto podría 
estar asociado con el alto background de estas muestras que dificultó la cuantificación y no por 
la influencia de ningún parámetro operacional o fisicoquímico, aunque como se dijo 
anteriormente, esta disminución en la población de arqueas metanogénicas coincide con una 
ligera disminución del TRC y del pH. 
 
 
Figura 53. Abundancia de arqueas Metanogénicas y producción de biogás en el digestor de Ontinyent. 
Para intentar explicar mejor el rendimiento en biogás, se van a comparar períodos entre los 
digestores cuando algún parámetro es común. Si se comparan abril-2018 de Gandía (muestra 
18/4/2018) y febrero-2018 de Ontinyent (muestra 21/2/2018), cuando ambos trabajan al mismo 
TRC de 32 días (Figura 54), la producción de biogás es mayor en Ontinyent (Tabla 31). Fijándose 
en la población de metanogénicas, éstas son más abundantes en Gandía. Cabría esperar que a 
mayor concentración de arqueas mayor producción de metano, pero esto no es así. Parece que 
una temperatura mayor en Ontinyent y un pH por encima de 7 han conducido a un mayor 
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rendimiento en biogás. Sin embargo, son muchos los parámetros que afectan a estos 
microorganismos en el proceso de digestión anaerobia y por lo tanto en la producción de 
metano. Por otro lado, en la muestra de Gandía se ha detectado el doble de SRB que en la de 
Ontinyent, lo que podría explicar el menor rendimiento en biogás de Gandía debido a que estas 
SRB compiten con las metanogénicas por el sustrato, disminuyendo la generación de metano.  
 








pH Biogás (m3/Kg 
SSV 
eliminados) 
18/4/18 Gandía 32 0,001 30 6,9 0,7 




Figura 54. Población detectada en la muestra de abril de Gandía y de febrero de Ontinyent. 
Si se comparan los resultados microbiológicos de las muestras de marzo y abril de QB y de abril 
y mayo de Gandía con tiempos de retención similares (30 días) pero con cargas orgánicas 
debidas a los cosustratos diferentes (Tabla 32), se observa una pequeña variabilidad en la 
población detectada (Figura 55). La población de Methanosarcinales pasa del 4% en las muestras 
de Gandía al 6% en las muestras de QB, acompañado de una mayor producción de biogás. 
Además, también coincide con una mayor carga orgánica y un ligero aumento de la temperatura.  
 













20/3/18 QB 30 0,036 34,5 7,5 0,84 
24/4/18 QB 30 0,024 33,4 7,4 0,87 
18/4/18 Gandía 32 0,001 30 6,9 0,7 
2/5/18 Gandía 30 0,006 30 6,9 0,7 
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Figura 55. Población detectada en las muestras de marzo y abril del digestor de QB y de abril y mayo del digestor de 
Gandía. 
En general, al comparar el digestor de QB con el de Gandía, se observa un mayor rendimiento 
en biogás en el de QB en todos los casos debido a una carga de cosustrato mayor, un TRC más 
alto, una T más alta, un pH ligeramente más óptimo y una población de Methanosarcinales más 
elevada. 
 
Tras la aplicación de FISH se obtuvo una baja señal de fluorescencia debido, principalmente, no 
a la baja señal de las sondas sino a la elevada señal de background que presentan este tipo de 
muestras. Las muestras que provienen de digestores anaerobios que operan a largos tiempos 
de retención celular suponen una mayor cantidad de células muertas y su lisis, lo que conlleva a 
una mayor concentración de residuo inerte que las bacterias no son capaces de hidrolizar y se 
va acumulando. Este material inerte presenta una alta autofluorescencia, dando lugar a 
imágenes con mucho brillo, sesgando la técnica y dificultando la cuantificación de los 
microorganismos ya que es difícil distinguir una señal debida a la hibridación de la sonda con 
otra que no lo es. 
 
Además, la señal también puede incrementarse debido a la unión no específica de las sondas a 
contaminantes presentes en la muestra, dando lugar a falsos positivos. Para evitar o minimizar 
este problema se ha recurrido a la modificación de los tiempos de fijación de las muestras, así 
como de los tiempos de hibridación. 
 
Después de emplear esta técnica, quedan al descubierto numerosos aspectos que pueden influir 
en la cuantificación, como son: El origen de la muestra; su homogeneidad; su aplicación sobre 
el pocillo del portaobjetos ya que si no queda bien extendida puede haber varias capas y al verlo 
al microscopio realmente solo vemos los microorganismos de la capa más superior; los tiempos 
de hibridación, las fotos tomadas por el microscopio pueden presentar mucho brillo y la 
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4.4. Relación de los resultados microbiológicos obtenidos con los 
parámetros fisicoquímicos y operacionales 
 
La comunidad microbiológica presentó más variabilidad entre las muestras en el digestor de QB 
en comparación con los otros dos, en los que se observó que la población no variaba 
estadísticamente entre las muestras. 
 
Para evaluar los factores que afectan a estas variaciones temporales y tener una mejor 
compresión del comportamiento del proceso, se ha usado una matriz de correlaciones para cada 
digestor donde se enfrentan uno a uno todos los resultados de la cuantificación microbiológica 
y los parámetros operacionales del digestor para obtener el correspondiente coeficiente de 
correlación R. Cuanto más se aproxime R a +1 o -1, más correlacionados estarán ambas variables 
y el signo nos da información acerca de si la relación es positiva o negativa, respectivamente. 
 
Se ha estudiado la relación de la población detectada en las muestras analizadas con los 
parámetros operacionales y fisicoquímicos disponibles como la temperatura del digestor, el TRC, 
el pH, la alcalinidad, la concentración de sólidos suspendidos volátiles y totales en el digestor, la 
DQO, la carga orgánica de entrada, la producción de biogás y el porcentaje de CH4.  
 
En el anexo se recogen las matrices completas (Figuras 80, 81, 82 y 83). A continuación, se 
resumen y explican algunos de los coeficientes de correlación con valores más significativos que 
se han obtenido de las matrices. 
 
Digestor de Quart-Benàger 
 
La matriz de correlaciones ha mostrado un coeficiente de correlación de -0,67 entre las SRB de 
la familia Desulfobacteraceae detectadas por la sonda SRB385Db y el porcentaje en metano del 
biogás (Figura 56). Estas bacterias compiten con las metanogénicas por el sustrato, lo que podría 
explicar que el desarrollo de bacterias sulfatoreductoras puede estar relacionado con una 
disminución en el rendimiento de metano si la DQO del digestor no es suficiente. No obstante, 
no se puede considerar esta relación como concluyente, dado el bajo coeficiente R2 obtenido. 
 
 
Figura 56. Correlación entre las bacterias sulfatoreductoras detectadas por SRB385Db y el porcentaje en metano del 
biogás. 
Se ha obtenido una fuerte correlación de -0,86 entre las bacterias pertenecientes a la clase 
Betaproteobacteria y la producción de biogás (Figura 57). Estos resultados son consistentes con 
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los de estudios previos que sugieren que altas abundancias de Alfa, Beta y Gamma-
proteobacteria parecen estar relacionadas con la baja producción de biogás. Según Abendroth 
et al. (2015), Proteobacteria fue solo encontrado en digestores con bajos rendimientos en biogás 
(0,3-0,6 m3/m3·día). En otro estudio (Lee et al., 2012) donde se hizo una comparación de la 
microbiología existente en siete digestores anaerobios reales, el phylum proteobacteria fue más 
abundante en el digestor en el que la producción de biogás fue menor (0,2 m3/Kg SSV). 
 
 
Figura 57. Correlación entre la clase Betaproteobacteria y la producción de biogás. 
Estas bacterias son especies hidrolíticas y acetogénicas que utilizan propionato, butirato y 
acetato (Ariesyady et al., 2007) y también incluye microorganismos que realizan el proceso de 
nitrificación. Este último grupo no se considera ya que no está presente en los sistemas 
anaerobios. Las especies acetogénicas producen el sustrato de las metanogénicas y podrían 
generarlo más rápido de lo que las metanogénicas pueden consumirlo, de manera que se iría 
acumulando, acidificando el medio y las metanogénicas se inhibirían si la capacidad tamponante 
del sistema no es la apropiada, conduciendo a una disminución en la generación de biogás. Sin 
embargo, en la figura 58 se muestran las variaciones del pH durante el período de toma de 
muestras y puede verse como el pH permanece prácticamente constante, con valores en torno 
a 7,5. No se observa ninguna bajada brusca del pH. Esto indica que el digestor presenta una 
capacidad tamponante apropiada (Figura 59). Por lo tanto, las variaciones en el pH durante dicho 
periodo son mínimas y sus efectos también. 
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Figura 58. Variación del pH en el digestor de QB durante el estudio. Las líneas azules verticales discontinuas 
corresponden a las fechas de las muestras analizadas 
 
 
Figura 59. Ratio acidez/alcalinidad en el digestor de QB durante el estudio. 
Otra posible explicación puede asociarse con que el acetato puede ser usado tanto por las 
bacterias de la clase Betaproteobacteria como por las arqueas acetoclásticas del género 
Methanosaeta detectadas por la sonda MX825. Según Ariesyady et al. (2007), la mayor parte 
del acetato presente en un digestor anaerobio mesofílico a escala real operado a 40ºC, con un 
TRC de 33 días y con un pH mantenido alrededor de 7,5 fue utilizado por la comunidad 
bacteriana frente a la de arqueas, y dentro de las bacterias, la clase Betaproteobacteria fue el 
grupo claramente dominante. Por lo tanto, esto podría explicar la correlación negativa existente 
entre ambos grupos (-0,56) y la correlación negativa con la producción de biogás.  
 
Además, la clase Betaproteobacteria es de los grupos más abundantes en los tratamientos 
aerobios, quizá de ahí la relación negativa con el biogás. Numerosos estudios han mostrado el 
predominio del phylum Proteobacteria en plantas de tratamiento de aguas residuales urbana, 
siendo Betaproteobacteria la clase más abundante, responsable de la eliminación de materia 
orgánica y nutrientes (Nielsen et al., 2010; Nguyen et al., 2011; Wan et al., 2011; Hu et al., 2012; 
Wang et al., 2012). 
 
El phylum Actinobacteria ha sido el grupo de bacterias que ha presentado más correlaciones con 
los parámetros operacionales y fisicoquímicos del digestor. Se ha observado una correlación 
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negativa de 0,85 de las bacterias del phylum Actinobacteria con el TRC y la temperatura (Figura 
60). TRC y temperaturas altas implica que hay una mayor estabilización del digestato y más 
muerte de bacterias, lo que podría explicar esta relación negativa. Esta relación se observó al 
comparar muestras sometidas a distintos TRC cuando la carga debida al cosustrato era la misma 
(Figura 24). Además, también existe una correlación negativa de 0,75, 0,86 y 0,68 para los SSV, 
los SST y la DQO, respectivamente, con estas bacterias (Figuras 61 y 62). Una posible explicación 
a esto sería que los sólidos se han incrementado por otro motivo y no por estas bacterias. Si que 
se ha visto en otros estudios como a TRC altos existía una menor concentración de AGV 




Figura 60. Correlación del phylum Actinobacteria con el TRC y la temperatura. 
 
 
Figura 61. Correlación entre el phylum Actinobacteria y los sólidos suspendidos totales y volátiles del digestor. 
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Figura 62. Correlación entre la DQO del digestor y las bacterias del phylum Actinobacteria. 
Además, para las bacterias de este phylum se ha obtenido una correlación de 0,88 con la relación 
acidez/alcalinidad (Figura 63), ya que estas bacterias son acidogénicas y generan ácidos, 
conduciendo a un aumento de esta relación si la alcalinidad del sistema no es suficiente. De los 
grupos de bacterias detectados, se podría decir que este phylum es el más responsable de la 
variabilidad de AGV en el digestor.  
 
 
Figura 63. Correlación entre el phylum Actinobacteria y la relación acidez/alcalinidad. 
 
Para las bacterias del Phylum Chloroflexi también se ha visto una correlación negativa de -0,8 
con el TRC y de -0,72 con la temperatura, probablemente por el mismo motivo que con el 
phylum Actinobacteria. 
 
Estas correlaciones con el TRC y la temperatura pueden observarse en la figura 64. En ella puede 
verse una tendencia de disminución de la abundancia de los phylum Actinobacteria y Chloroflexi 
al aumentar el TRC y la temperatura en las 5 primeras muestras. En el resto de las muestras la 
tendencia no es tan clara, pero podría ser responsable de los elevados coeficientes obtenidos. 
Además, puede observarse como el resto de los grupos de bacterias detectados no siguen una 
tendencia con el TRC o no presentan variabilidad entre las muestras. 
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Figura 64. Evolución temporal de la población de bacterias en el digestor de QB y del TRC y la temperatura. 
Estos dos últimos phylum de bacterias están correlacionados entre sí de forma positiva (Figura 
65), ya que ambos presentan una correlación negativa con el TRC y la temperatura y además 
una relación negativa con el porcentaje en metano del biogás (0,6 para el phylum Actinobacteria 
y 0,65 para Chloroflexi). Ambos están constituidos por bacterias hidrolíticas y acidogénicas y se 
podría pensar que cuanto más ácidos generen más sustrato tendrían las metanogénicas para 
generar metano. Sin embargo, esta correlación no refleja esto.  
 
 
Figura 65. Correlación entre las bacterias del phylum Actinobacteria y Chloroflexi. 
A parte de la relación entre Chloroflexi y Actinobacteria, no se ha obtenido ninguna otra 
correlación destacable entre grupos de microorganismos. Se hubiera esperado, por ejemplo, 
que un aumento de la población de bacterias SRB condujera a una disminución de las 
metanogénicas, ya que compiten por el mismo sustrato. Sin embargo, no se ha encontrado 
relación alguna. Esto podría indicar que existe suficiente DQO para consumir. La ratio 
DQO/sulfato aportaría más información acerca de esta competencia, pero no se tienen datos 
sobre la concentración de sulfato en el digestor. Una ratio DQO/SO4 menor se traduce en que 
las bacterias sulfatoreductoras consumirán la mayor parte del sustrato, debido al disponibilidad 
de sulfato, mientras que a mayor ratio DQO/SO4 habrá un mayor exceso de DQO (carencia de 
sulfato) que será consumido por las arqueas (Giménez et al., 2011).  
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La estabilidad operacional de los digestores anaerobios puede verse afectada por una 
sobrecarga (Gujer and Zehnder, 1983). Un incremento de la carga puede dirigir a la acumulación 
de ácidos grasos conduciendo a efectos tóxicos y causar una caída del pH que causaría una 
disminución de la actividad metanogénica (Gujer y Zehnder, 1983; Appels et al., 2008; Chen et 
al., 2008; Ma et al., 2009). Según este análisis, se ha obtenido una correlación no concluyente (-
0,53) entre el porcentaje en CH4 del biogás y la carga del cosustrato, lo cual es coherente con el 




Digestor de Gandía 
 
No se ha podido estudiar la relación del pH y del contenido de metano del biogás con las 
poblaciones detectadas ya que los datos medios que se tienen para ambos parámetros se 
mantienen constantes durante el período de estudio. Además, dada la poca variabilidad de las 
poblaciones detectadas en estas muestras, las correlaciones son meramente orientativas. Solo 
se han considerado los coeficientes de correlación con valor superior a 0,75 (Figura 81 anexo). 
 
Debido a la sensibilidad del método no fue posible realizar una cuantificación de los órdenes 
Methanobacteriales y Methanomicrobiales y estos fueron estimados con una abundancia 
inferior al 1%. Por lo tanto, dado que estos resultados fueron inferiores al error del propio 
método de cuantificación utilizado, no tiene sentido estudiar el efecto de los distintos 
parámetros en la población de estas metanogénicas. Lo mismo sucede con las SRB detectadas 
por la sonda SRB385.  
 
El análisis ha mostrado una correlación negativa (-0,79) entre la clase Betaproteobacteria y el 
TRC (Figura 66). No obstante, como ya se ha dicho, esta relación es meramente orientativa dada 




Figura 66. Correlación entre la clase Betaproteobacteria y el TRC. 
Para el phylum Chloroflexi se ha visto una correlación positiva con los SSV de 0,76 (Figura 67) y 
con la concentración de H2S en el biogás (0,84) y negativa con la temperatura del digestor (0,87), 
la relación acidez/alcalinidad (0,91), DQO (0,92) y carga de cosustrato (0,94). Estadísticamente, 
la población de Chloroflexi no presenta variabilidad, por lo que estas correlaciones no aportan 
mucha información.  
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Figura 67. Correlación entre el phylum Chloroflexi y los SSV en el digestor. 
De la misma forma, la población de Methanosarcinales no varía estadísticamente y la correlación 
negativa con la temperatura (0,92) no aporta información de importancia (Figura 68). Además, 
la temperatura es un parámetro que se controla, por lo que su variación no es significativa (33-
30ºC). También se observa una correlación negativa con el biogás (-0,73) y la relación 
acidez/alcalinidad (0,85). Por otro lado, presenta una correlación positiva con el TRC (0,72) y los 
SSV (0,72). Sin embargo, considerando que estadísticamente las metanogénicas no varían en 
este digestor, las correlaciones no se consideran significativas y se asume que el cosustrato no 
tiene un efecto significativo sobre la población de metanogénicas. 
 
 
Figura 68. Correlación de la temperatura del digestor con la población de Methanosarcinales. 
En la matriz de correlaciones de Gandía se observa una relación positiva entre la carga de 
cosustrato y los AGV (0,81) y la relación ac/alc (0,86), por lo que la adicción de cosustrato va 
ligada a una mayor concentración de AGV en este digestor. Sin embargo, no se ve relación entre 
la carga y el biogás porque probablemente estos AGV se estén acumulando y no están siendo 
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Digestor de Ontinyent 
 
Las SRB y las metanogénicas Methanomicrobiales fueron estimadas con una abundancia menor 
del 1% por lo que no se estudiará su relación con los parámetros operacionales y fisicoquímicos.  
 
Para la población de Betaproteobacteria se ha obtenido una relación negativa de -0,7 con el pH, 
lo cual es coherente con el hecho de ser bacterias hidrolíticas y acetogénicas que generan ácidos, 
provocando una bajada del pH. Además, se ha visto una correlación negativa (-0,7) con las 
metanogénicas acetoclásticas en relación con lo comentado anteriormente de que ambos 
grupos de microorganismos consumen el mismo sustrato. Con la temperatura, según este 
análisis, también existe una relación positiva. Sin embargo, al representar los datos (Figura 69) 
no se observa una relación significativa. Lo mismo ocurre con el TRC.  
 
 
Figura 69. Correlación entre las bacterias de la clase Betaproteobacteria y la temperatura 
Se ha obtenido una correlación de -0,8 entre Betaproteobacteria y los AGV (Figura 70). Estas 
bacterias generan AGV, por lo que esta relación podría indicar que en este caso los AGV 
aumentan por la acción de otras bacterias o porque se están se están acumulando en el medio.  
 
 
Figura 70. Correlación entre las bacterias de la clase Betaproteobacteria y los AGV. 
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Entre los parámetros fisicoquímicos y operacionales de este digestor se han obtenido las 
siguientes correlaciones:  
 
- Correlación negativa entre la temperatura y los SSV y positiva con la producción de 
biogás. A mayor T existe más actividad microbiológica y una mayor estabilización del 
fango, por lo que es lógico que se genere más biogás como producto de la 
metanogénesis (Figura 71). 
 
Figura 71. Correlación entre el biogás y la temperatura. 
- Correlación negativa entre AGV y temperatura: La temperatura podría estar 
favoreciendo más la actividad de las metanogénicas que la de las bacterias que 
producen los AGV. En este caso, los AGV no se acumulan porque son consumidos por 
las metanogénicas.  
- Correlación positiva AGV y TRC: TRC más elevados permiten que los materiales más 
lentos de hidrolizar permanezcan más tiempo en contacto con las bacterias y que estos 
se acaben transformando en moléculas más pequeñas y posteriormente en ácidos 
volátiles. Más TRC, más hidrólisis y más ácidos volátiles. 
- Correlación positiva entre la carga de SSV y el biogás generado: tiene sentido ya que la 
volatilidad está relacionada con una mayor biodegradabilidad. 
- Correlación negativa %CH4 y AGV: a más acidez menos metano, lo cual puede ser 
debido a que las metanogénicas son sensibles a las bajadas de pH. 
- Correlación negativa %CH4 y SSV: una mayor estabilización del fango conlleva una 
concentración de SSV menor y una mayor generación de metano.  
- Correlación positiva AGV y SSV: las bacterias son una parte de los SSV del digestor y eso 
significa que a mayor concentración de SSV habrá más bacterias encargadas de generar 
los AGV. 
- Correlación positiva pH y ac/alc: no tiene sentido ya que al aumentar el pH disminuye 
la acidez y la relación acidez/alcalinidad disminuye. Ambos parámetros presentan una 
relación negativa y no positiva. De la misma forma, se ha obtenido una relación positiva 
entre el pH y los AGV, que tampoco tiene sentido y negativa entre el pH y la alcalinidad. 
Las correlaciones obtenidas a partir de este análisis nos aportan una idea global de las posibles 
relaciones, ya que tanto los parámetros operacionales como las poblaciones de 
microorganismos presentan poca variabilidad. 
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Por último, también se realizó una matriz de correlaciones conjunta para los tres digestores para 
ver si existía alguna tendencia fuerte entre algunos parámetros (Figura 83 en el anexo). Se vio la 
relación negativa de Chloroflexi con el TRC (-0,65) y con la temperatura (-0,75). Actinobacteria 
mostró una correlación de -0,73 con los SSV. Estas correlaciones se obtuvieron también en la 
matriz de correlaciones del digestor de QB (página 89 y 91). 
 
Se observó una correlación positiva (0,75) entre la producción de biogás y la población de 
Methanosarcinales, lo que indica que estos microorganismos son los principales responsables 
de la mayor producción de biogás en el digestor de QB. Además, fue obtenida una correlación 
negativa de 0,81 entre Methanosarcinales y la concentración de ácidos grasos volátiles en el 
digestor y de -0,70 entre AGV y biogás expresado como m3/Kg SSV eliminados, lo que pone de 
manifiesto la posible inhibición de estas arqueas por los AGV y como consecuencia, la 
disminución en la producción de biogás.  
 
También quedó reflejada una correlación positiva entre la temperatura del digestor y la 
producción de biogás.  
 
Este análisis mostró una relación positiva (0,92) entre los AGV y la población de metanogénicas 
hidrogenotróficas detectadas por la sonda MG1200b (Orden Methanomicrobiales), ya que las 
metanogénicas acetoclásticas son más vulnerables a estos ácidos y es cuando entran en juego 
las hidrogenotróficas (también se ve relación negativa entre ambas metanogénicas de -0,86). 
Sin embargo, esta relación no es para nada concluyente ya que estas arqueas fueron detectadas 
en una abundancia menor del 1%. Lo que si es cierto es que las metanogénicas hidrogenotróficas 
solo fueron detectadas en los digestores de Gandía y Ontinyent, en los que la concentración de 
AGV fue mayor en comparación con el de QB, aunque sin llegar a valores tóxicos para las 
metanogénicas. Además, también se obtuvo una correlación negativa entre las metanogénicas 
hidrogenotróficas y la producción de biogás (-0,76).  
 
Methanosarcinales muestra una correlación negativa (-0,71) con los SSV en el digestor indicando 
que una mayor degradación orgánica conduce a una mayor producción de biogás (correlación 
positiva entre Methanosarcinales y biogás). 
 
La matriz de correlaciones conjunta muestra una correlación con un coeficiente de -0,84 entre 
las SRB detectadas por la sonda SRB385 y el pH. Esto está de acuerdo con estudios previos en 
los que se vio como un pH más alto inhibió el crecimiento de SRB y la producción de H2S (esto 
no está claro en nuestros digestores porque en el de QB la producción de H2S es muy elevada). 
La elevada concentración de H2S en el digestor de QB podría estar asociada a las SRB detectadas 
por la sonda SRB385Db. 
 
Se obtuvo un coeficiente de correlación de 0,75 entre la temperatura y la producción de biogás. 
Existen numerosos estudios en los que se demuestra un mayor rendimiento del proceso de 
digestión gracias a temperaturas más elevadas ya que éstas favorecen el proceso de hidrólisis 
que es la etapa determinante de la velocidad en la digestión anaerobia (Ge et al., 2011; Kim et 
al., 2006). 
 
Para visualizar mejor todas las relaciones existentes, se hizo otro estudio estadístico en el que 
se consideraron todas las variables simultáneamente. A continuación, se muestran los gráficos 
obtenidos del análisis de componentes principales que se realizó para cada digestor. Las 
variables que se encuentren cerca entre sí en el gráfico de cargas significan que están 
correlacionadas.  
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Para el digestor de QB se han seleccionado 2 componentes principales que representan un 62% 
de la varianza. En la figura 72 se muestra el gráfico de puntuaciones del PCA para el digestor de 
QB y en la figura 73 el gráfico de cargas. Éste último muestra las relaciones entre las variables e 
indica qué variables son responsables de los patrones observados en el gráfico de puntuaciones. 
Las variables que están correlacionadas positivamente están agrupadas en el mismo cuadrante 
mientras que sin están inversamente correlacionadas están situadas en cuadrantes opuestos 
diagonalmente.  Puede verse como el primer componente esta principalmente relacionado con 
la relación acidez/alcalinidad, con la población de Actinobacteria, mostrando una clara 
correlación positiva mientras que con la temperatura (T) muestra una fuerte correlación 
negativa. El segundo componente está correlacionado positivamente con la carga del cosustrato 
y la DQO, y de forma negativa con la concentración de H2S en el biogás.  
 
El gráfico de puntuaciones representa cómo las diferentes muestras se relacionan unas con 
otras, en términos de los parámetros microbiológicos, fisicoquímicos y operacionales del 
digestor. Las muestras de este digestor están por orden, es decir, por fechas, siendo QB1 la 
muestra del mes de abril-2017 y QB10 la de abril-2018. En la figura 72 puede verse como la 
muestra QB10 está ligeramente más alejada del resto. Según el gráfico de cargas, esto podría 
estar relacionado con una relación acidez/alcalinidad más elevada que en el resto de las 
muestras, una proporción más elevada de H2S en el biogás y una DQO más reducida. También 
se podría decir que la muestra QB7 se encuentra más separada del resto, principalmente debido 
a que la carga de cosustrato fue más elevada en comparación con el resto de los períodos. 
Además, la muestra QB6 se encuentra sola en el cuadrante superior izquierdo, posiblemente 
relacionado con los valores más elevados de SSV, SST y DQO en el digestor en el momento en 
que se tomó esa muestra. 
 
 
Figura 72. Gráfico de puntuaciones del PCA para el digestor de QB. 
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Figura 73. Gráfico de cargas del PCA para el digestor de QB. 
Pueden verse las siguientes correlaciones positivas entre pares de variables: el porcentaje en 
metano del biogás con el pH del digestor, ya que los pH más ácidos afectan a las metanogénicas, 
y con el TRC, indicando que las metanogénicas se ven favorecidas por TRC más altos; los sólidos 
suspendidos y los totales con la DQO del digestor, ya que son parte de ésta; la población de 
Betaproteobacteria y los AGV porque los generan en su actividad; la población de Actinobacteria 
con la relación acidez/alcalinidad, asociado a que son bacterias acidogénicas. 
 
Por otra parte, los siguientes pares presentan una correlación negativa: Betaproteobacteria,  
Chloroflexi y las SRB detectadas por la sonda SRB385Db con la producción de biogás y el 
porcentaje de metano; Chloroflexi con el TRC. Estas relaciones se vieron también en la matriz de 
correlaciones. El PCA no pone de manifiesto la correlación negativa entre Actinobacteria y el 
TRC. 
 
El análisis de componentes principales tampoco muestra un efecto de la carga orgánica debida 
al cosustrato sobre las poblaciones de microorganismos.  
 
Para el digestor de Gandía, las dos primeras componentes representan el 79% de la varianza 
total. La primera componente presenta una mayor correlación de forma negativa con la 
población de Methanosarcinales y positivamente con la temperatura y la relación 
acidez/alcalinidad. Por su parte, la segunda componente está mayormente correlacionada con 
la alcalinidad de forma negativa y la población de Betaproteobacteria de forma positiva.  
Las muestras de este digestor están por orden, es decir, por fechas, siendo G1 la muestra del 
8/2/18 y G6 la del 2/5/18. En la figura 74 se observa como la muestra G1 se encuentra más 
alejada de las demás. Las muestras G5 y G6 aparecen muy cercanas entre sí ya que para ambas 
se han considerado los mismos valores de los parámetros, ya que éstos fueron facilitados como 
valores mensuales y al ser la muestra G6 del 2-mayo se han tomado los parámetros del mes de 
abril por su mayor cercanía. En las muestras G3 y G4, como puede verse en las tablas 23 y 24, se 
detectó la misma población de bacterias con una ligera diferencia en las Methanosarcinales, lo 
que explica su cercanía en el gráfico de puntuaciones. Por su parte, para la muestra G2 se 
consideraron los mismos parámetros que para la G3 pero la población fue ligeramente diferente 
(aunque estadísticamente iguales).  
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 Figura 74. Gráfico de puntuaciones del PCA para el digestor de Gandía. 
 
 
Figura 75. Gráfico de cargas del PCA para el digestor de Gandía. 
En el gráfico de cargas para el digestor de Gandía (Figura 75) puede verse como los siguientes 
pares de variables presentan una clara correlación positiva: TRC y SSV; el género Methanosaeta 
y la concentración de AGV; la temperatura y la relación acidez/alcalinidad.  
 
Por otra parte, los siguientes pares presentan una correlación negativa: Chloroflexi y carga del 
cosustrato; Betaproteobacteria y el TRC.  
 
En el caso de Ontinyent, las dos primeras componentes representan un 82% de la varianza total. 
La primera componente presenta una mayor relación positiva con Betaproteobacteria, 
Chloroflexi y el % de CH4 y de forma negativa con los SSV y los AGV. Por su parte, la segunda 
componente, está altamente correlacionada de forma positiva con la concentración de H2S del 
biogás y con la alcalinidad del digestor y de forma negativa con la relación acidez/alcalinidad. 
 
En la figura 76, se muestran las muestras de Ontinyent ordenadas por fechas, siendo On1 la del 
8/2/18 y On6 la de 2/5/18. Puede verse como la muestra On1 está alejada del resto de muestras. 
Trabajo final de máster: Caracterización y cuantificación de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en 
digestores anaerobios de EDAR 
 
 
Página | 100  
 
Esto podría estar asociado con una relación acidez/alcalinidad más elevada en comparación con 
el resto de los períodos. Las muestras On5 y On6 aparecen muy cercanas entre sí ya que para 
ambas se han considerado los mismos valores de los parámetros, ya que éstos fueron facilitados 
como promedios mensuales y al ser la muestra On6 del 2-mayo se han tomado los parámetros 
del mes de abril por su mayor cercanía. Además, la población detectada fue la misma a 
diferencia de las Metanogénicas acetoclásticas (Tabla 25). Con las muestras On2 y On3 sucede 
lo mismo que con On5 y On6. Además, su relación con On4 puede explicarse porque proceden 
de períodos con la misma producción de biogás y con el mismo contenido en H2S.  
 
 
Figura 76. Gráfico de puntuaciones para el digestor de Ontinyent. 
 
Figura 77. Gráfico de cargas digestor Ontinyent.  
En el gráfico de cargas (Figura 77) se observa como las variables Methanosaeta y 
Methanosarcinales se encuentran superpuestas, ya que se detectó que el orden 
Methanosarcinales estaba compuesto en su totalidad por metanogénicas del género 
Methanosaeta.  
 
También se observan las siguientes correlaciones positivas: el phylum Chloroflexi y la clase 
Betaproteobacteria con el porcentaje en metano del biogás aparecen superpuestas; SSV y AGV 
en el digestor; Alcalinidad y H2S del biogás; las metanogénicas con la relación acidez/alcalinidad. 
Estas relaciones previamente se identificaron en la matriz de correlaciones. Además, se vieron 
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las siguientes correlaciones negativas: relación ac/alc y H2S; Betaproteobacteria y Chloroflexi 
con el TRC y con los AGV.  
 
En la matriz de correlaciones se vio una relación de 0,94 entre la temperatura del digestor y la 
producción de biogás en m3/Kg SSV eliminados. En el gráfico de cargas del PCA ambas variables 
aparecen cerca, por lo que también están correlacionadas según este análisis.  
 
Para ver si existe alguna relación entre las muestras analizadas de los distintos digestores se ha 
realizado un PCA conjunto. En la figura 78 se muestra el gráfico de puntuaciones donde puede 
verse como no existe relación alguna entre las muestras de distintos digestores. Todas las 
muestras del digestor de Gandía se encuentran agrupadas en el cuadrante izquierdo superior, 
las de Ontinyent en el izquierdo inferior y las de QB entre los cuadrantes derechos. Según esto 
se podría decir que existe una cierta “estacionalidad” en el digestor de QB (la mitad de las 
muestras están en un cuadrante y la mitad en otro cuadrante).  
 
 
Figura 78. Gráfico de puntuaciones para todas las muestras de los tres digestores. 
Se debe resaltar la fuerte correlación entre la carga de cosustrato y la población de 
Methanosaeta según el gráfico de cargas (Figura 79), por lo que la mayor abundancia de este 
género en el digestor de QB está relacionada con la mayor carga de cosustrato. 
 
Según este gráfico, Betaproteobacteria y Chloroflexi presentan una relación negativa (más o 
menos significativa) con el pH, el TRC, la temperatura y el porcentaje en CH4. A su vez, estos 
parámetros se relacionan entre sí positivamente.  
 
También se observa una correlación importante entre la población de Methanosarcinales y la 
producción de biogás, lo que apoya la idea de que el mayor rendimiento del digestor de QB esté 
relacionado con que se haya detectado un mayor porcentaje de Methanosarcinales. 
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Figura 79. Gráfico de cargas para todas las muestras de los tres digestores. 
Se debería esperar una correlación negativa entre el contenido en metano del biogás y la 
concentración de H2S. Sin embargo, ni las matrices de correlación ni el PCA mostraron una 































Trabajo final de máster: Caracterización y cuantificación de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en 
digestores anaerobios de EDAR 
 
 




De los resultados de la cuantificación se puede concluir que: 
 
- La población microbiológica presenta una dinámica más variable en el digestor de QB 
que en el de Gandía y Ontinyent, en los que se mantiene muy estable y prácticamente 
no varía. 
 
- En los tres digestores se detectaron señales positivas para la sonda HGC69a del phylum 
Actinobacteria, las sondas del phylum Chloroflexi y la sonda Bet42a de la clase 
Betaproteobacteria. La sonda LGCmix que hibrida con el phylum Firmicutes solo mostró 
señal positiva en el digestor de QB, aunque con una abundancia del 1%. Esto apunta 
más un problema de inespecificidad de la sonda que de la no existencia de estos 
microorganismos. En ninguno de los digestores, la sonda CFB560 del phylum 
Bacteroidetes mostró señal positiva. 
 
- De las distintas sondas utilizadas para la identificación de los grupos de arqueas 
metanogénicas, dieron resultados positivos la sonda MSMX860 del orden 
Methanosarcinales, MX825 del género Methanosaeta, MB311 del orden 
Methanobacteriales y MG1200b de Methanomicrobiales. El orden Methanosarcinales 
fue el grupo de metanogénicas detectado más abundante en todas las muestras de los 
tres digestores, siendo el género Methanosaeta dominante. Las metanogénicas 
hidrogenotróficas del orden Methanobacteriales solo han sido detectadas en el 
digestor de Gandía y las del orden Methanomicrobiales en éste y en el de Ontinyent, 
aunque ambos fueron estimados con una abundancia menor del 1%. La sonda MC1109 
del orden Methanococcales no dio resultados positivos.  
 
- Las sondas SRB385Db y SRB385 que hibridan a bacterias sulfatoreductoras de la familia 
Desulfobacteraceae y del orden Desulfovibrionales, respectivamente, dieron resultados 
positivos en los tres digestores, siendo más abundantes en los digestores de QB y 
Gandía. La sonda Dtm230 de Desulfotomaculum no mostró señales positivas. 
El estudio entre las abundancias de las poblaciones microbianas y los distintos parámetros 
operacionales, fisicoquímicos y rendimientos de biogás mostró que: 
 
- Es difícil ver con claridad los efectos que tienen los cambios en las distintas variables 
sobre la población microbiológica cuando todos los parámetros varían al mismo tiempo 
y no se están modificando de forma independiente para estudiar su influencia. 
 
- En general, las condiciones operacionales y ambientales tienen un efecto importante 
en el rendimiento de los digestores y en algunos casos en la distribución de la 
comunidad microbiana. 
 
- En el digestor de QB, las bacterias de los phylum Chloroflexi y Actinobacteria parecen 
tener una relación negativa con el TRC que se puede asociar a que TRC elevados 
conducen a la estabilización del fango y, por lo tanto, a una disminución en la población 
de bacterias. Además, estos phylum se correlacionan negativamente con la 
temperatura debido a que son capaces de realizar su actividad a temperaturas más 
bajas que las metanogénicas. El resto de los grupos de bacterias detectados no siguen 
una tendencia con el TRC. Por su parte, la clase Betaproteobacteria presenta una 
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correlación negativa con la producción de biogás de este digestor. De las bacterias 
detectadas, el phylum Actinobacteria parece el más responsable de la variabilidad de 
AGV en el digestor. 
 
- Tanto en el digestor de Gandía como en el de Ontinyent, estadísticamente, la población 
microbiológica no varía y las correlaciones obtenidas no son concluyentes. 
Probablemente esto esté relacionado con la baja variabilidad de los parámetros 
operacionales.  
 
- La adicción de cosustrato no ha mostrado efectos significativos sobre las poblaciones 
de bacterias y metanogénicas ni en la producción de biogás en los digestores de QB y 
Gandía. Seguramente sea necesario superar un cierto valor de carga orgánica para 
notar los efectos. No obstante, debido a los cambios de los parámetros de operación, 
así como la baja variabilidad de la población de Methanosarcinales, es posible que 
pasen desapercibidos ciertos efectos derivados de la adición de cosustrato debido a la 
dificultad de interpretar las numerosas variables que intervienen. 
 
- La mayor variabilidad que presenta la población microbiológica en el digestor de QB 
posiblemente esté asociada a que se añaden más cantidad y variedad de cosustratos. 
 
- Comparando los tres digestores, el de QB presenta una mayor producción de biogás, lo 
cual puede ser debido a la utilización de TRC, temperaturas y cargas orgánicas 
conseguidas con el aporte de cosustrato más elevadas, favoreciendo a las arqueas 
metanogénicas del orden Methanosarcinales.  
 
- La vía acetoclástica parece ser la responsable de la producción de biogás en los 
digestores. 
 
- El acetato parece exclusivamente utilizado por metanogénicas acetoclásticas en los tres 
digestores mientras que las SRB que utilizan H2 predominaron sobre las metanogénicas 
hidrogenotróficas en la competición por el H2 en los digestores de QB y Gandía. 
 
- La concentración de AGV parece tener una relación con la población de arqueas 




- En los digestores de QB y de Gandía, en los que se añaden cosustratos, la abundancia 
de SRB es mayor que en el de Ontinyent, en el que no se adiciona cosustrato.  
 
La técnica FISH presenta algunos inconvenientes para la identificación de la microbiología en 
muestras procedentes de digestores anaerobios debido a la elevada autofluorescencia que éstas 
presentan. Las conclusiones obtenidas deben considerarse como recomendaciones u 
orientaciones para futuros estudios, pero en ningún caso se deben considerar como 
concluyentes. En futuros estudios se aconseja usar otras técnicas moleculares junto con FISH 
para superar las deficiencias que presenta esta técnica con muestras procedentes de digestores 
anaerobios que operan a elevados TRC, ya que un buen conocimiento de la microbiología 
permitirá mejorar el rendimiento de los digestores anaerobios de EDAR. Así pues, se propone la 
utilización de técnicas basadas en PCR y técnicas de secuenciación masiva.  
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Figura 80. Matriz de correlaciones del digestor de QB. 
 
 
Figura 81. Matriz de correlaciones del digestor de Gandía. 
SRB385Db Betaproteobac Firmicutes Actinobacteria Chloroflexi MethanosarcinalesMethanosaeta TRC Biogás % CH4 T Carga cosust DQO cosust Ph SSV SST AGV Ac/Alc DQO digestor 
SRB385Db 1.00
Betaproteobacteria 0.08 1.00
Firmicutes 0.26 -0.43 1.00
Actinobacteria 0.53 0.10 -0.44 1.00
Chloroflexi 0.50 0.12 0.03 0.77 1.00
Methanosarcinales -0.37 0.11 -0.25 0.02 -0.07 1.00
Methanosaeta 0.33 -0.56 0.09 0.55 0.50 0.34 1.00
TRC -0.57 -0.23 0.39 -0.85 -0.82 -0.17 -0.53 1.00
Biogás 0.01 -0.86 0.43 -0.07 -0.16 -0.04 0.45 0.26 1.00
% CH4 -0.67 -0.15 0.01 -0.60 -0.65 0.63 0.02 0.52 0.13 1.00
T -0.46 -0.55 0.43 -0.86 -0.72 -0.01 -0.18 0.81 0.51 0.54 1.00
Carga cosustrato 0.26 0.03 0.15 0.11 0.39 -0.26 -0.04 -0.42 -0.09 -0.53 -0.13 1.00
DQO cosustrato 0.25 0.03 0.17 0.08 0.37 -0.26 -0.06 -0.40 -0.08 -0.52 -0.10 1.00 1.00
Ph -0.39 -0.57 0.42 -0.32 -0.27 0.46 0.34 0.47 0.54 0.57 0.58 -0.49 -0.49 1.00
SSV -0.11 -0.14 0.52 -0.71 -0.36 0.01 -0.19 0.32 0.02 0.25 0.68 0.37 0.39 0.07 1.00
SST -0.32 -0.24 0.39 -0.84 -0.62 0.08 -0.27 0.53 0.16 0.48 0.83 0.11 0.14 0.23 0.91 1.00
AGV 0.13 -0.28 -0.22 0.59 0.17 -0.08 0.35 -0.34 0.48 -0.42 -0.27 0.20 0.19 -0.13 -0.42 -0.46 1.00
Ac/Alc 0.18 0.29 -0.67 0.88 0.51 0.00 0.24 -0.69 -0.31 -0.54 -0.84 0.09 0.06 -0.41 -0.72 -0.83 0.58 1.00
DQO digestor -0.09 -0.40 0.48 -0.68 -0.44 0.07 -0.06 0.38 0.41 0.36 0.78 0.19 0.22 0.26 0.84 0.93 -0.27 -0.82 1.00
SRB385Db Betaproteobac Chloroflexi Methanosar Methanosaeta TRC Biogás T SSV AGV  Ac/Alc DQO cosust Carga cosust H 2S
SRB385Db 1.00
Betaproteobacteria 0.41 1.00
Chloroflexi -0.41 -0.17 1.00
Methanosarcinales -0.61 -0.67 0.67 1.00
Methanosaeta 0.61 -0.17 -0.67 -0.17 1.00
TRC -0.44 -0.79 0.69 0.72 -0.33 1.00
Biogás 0.45 0.27 -0.21 -0.73 -0.16 -0.06 1.00
T 0.56 0.36 -0.87 -0.92 0.41 -0.63 0.66 1.00
SSV -0.60 -0.70 0.76 0.72 -0.52 0.97 -0.08 -0.68 1.00
AGV  0.26 -0.39 -0.67 -0.43 0.46 0.02 0.53 0.72 -0.09 1.00
Ac/Alc 0.52 0.23 -0.91 -0.85 0.49 -0.58 0.59 0.99 -0.65 0.79 1.00
DQO cosustrato 0.51 -0.12 -0.92 -0.49 0.85 -0.42 0.18 0.77 -0.57 0.80 0.84 1.00
Carga cosustrato 0.45 -0.11 -0.94 -0.51 0.50 -0.44 0.20 0.79 -0.55 0.81 0.86 0.99 1.00
H2S -0.22 0.36 0.84 0.36 -0.66 0.19 -0.22 -0.70 0.30 -0.92 -0.80 -0.93 -0.94 1.00
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Figura 82. Matriz de correlaciones del digestor de Ontinyent. 
 
 
Figura 83. Matriz de correlaciones conjunta.
Betaprot Chloroflexi Methanosar Methanosaeta T TRC Biogas %CH4 H2S AGV SSV pH CargaSSV Ac/Alc
Betaproteo 1.00
Chloroflexi 0.55 1.00
Methanosar -0.70 -0.32 1.00
Methanosaeta -0.70 -0.32 1.00 1.00
T 0.74 0.34 -0.12 -0.12 1.00
TRC -0.50 -0.95 0.22 0.22 -0.52 1.00
Biogas 0.40 0.27 0.03 0.03 0.94 -0.53 1.00
%CH4 0.55 1.00 -0.32 -0.32 0.34 -0.95 0.27 1.00
H2S 0.07 0.32 -0.40 -0.40 -0.37 -0.01 -0.64 0.32 1.00
AGV -0.80 -0.83 0.39 0.39 -0.71 0.81 -0.52 -0.83 -0.29 1.00
SSV -0.77 -0.89 0.39 0.39 -0.65 0.87 -0.49 -0.89 -0.30 0.99 1.00
pH -0.67 -0.76 0.49 0.49 -0.42 0.62 -0.15 -0.76 -0.65 0.92 0.90 1.00
CargaSSV 0.80 0.65 -0.21 -0.21 0.93 -0.79 0.87 0.65 -0.21 -0.40 -0.86 -0.61 1.00
Ac/Alc -0.29 -0.55 0.46 0.46 0.13 0.27 0.42 -0.55 -0.96 0.55 0.56 0.84 -0.08 1.00
SRB385Db SRB385 Betaproteo Firmicutes Actinobacteria Chloroflexi Methanosarci Methanosaeta Methanomicr Methanobact TRC Biogás T SSV AGV Ph Carga cosus %CH4 H 2S
SRB385Db 1.00
SRB385 -0.01 1.00
Betaproteob 0.05 0.33 1.00
Firmicutes 0.61 -0.39 -0.22 1.00
Actinobacteria 0.63 0.31 0.05 0.22 1.00
Chloroflexi 0.31 0.56 0.24 -0.40 0.56 1.00
Methanosarci 0.46 -0.15 -0.25 0.82 0.44 -0.25 1.00
Methanosaeta 0.49 -0.07 -0.51 0.49 0.57 0.07 0.75 1.00
Methanomicro -0.58 0.40 0.16 -0.97 -0.31 0.42 -0.86 -0.49 1.00
Methanobact -0.10 0.30 0.32 -0.38 0.15 0.33 -0.28 -0.11 0.40 1.00
TRC -0.02 -0.26 -0.11 0.55 -0.36 -0.65 0.32 -0.16 -0.50 -0.30 1.00
Biogás 0.45 -0.27 -0.23 0.79 0.18 -0.37 0.75 0.52 -0.76 -0.26 0.38 1.00
T 0.11 -0.51 -0.12 0.70 -0.38 -0.75 0.39 0.17 -0.65 -0.35 0.64 0.75 1.00
SSV -0.51 -0.40 -0.11 -0.48 -0.73 -0.18 -0.71 -0.46 0.54 -0.26 -0.01 -0.44 -0.01 1.00
AGV -0.52 0.37 0.09 -0.90 -0.22 0.40 -0.81 -0.41 0.92 0.23 -0.40 -0.70 -0.65 0.56 1.00
Ph 0.09 -0.84 -0.46 0.62 -0.21 -0.65 0.38 0.30 -0.61 -0.58 0.50 0.44 0.62 0.20 -0.49 1.00
Carga cosust 0.50 -0.14 -0.04 0.57 0.29 0.04 0.42 0.26 -0.55 -0.12 0.01 0.38 0.27 -0.26 -0.48 0.18 1.00
%CH4 -0.47 -0.62 -0.08 0.06 -0.68 -0.67 -0.07 -0.10 -0.06 -0.42 0.35 0.15 0.55 0.54 -0.07 0.58 -0.32 1.00
H2S 0.18 -0.05 -0.12 0.55 0.47 -0.28 0.67 0.37 -0.64 -0.13 0.38 0.57 0.25 -0.71 -0.52 0.26 0.11 -0.06 1.00
   
 
Tabla 33. Actividades de las empresas de las que proceden los cosustratos utilizados en el digestor de QB y la 
naturaleza de éstos. 
Actividad Residuo 
Fabricación de zumos 
Procesados de productos 
alimentarios. Lo evaporan y 
se concentra y por eso 
presenta una elevada DQO 
(melaza) 
Pastelería y bollería  
Elaboración y embotellado 
de vinos 
Residuos de lavados, 
limpieza y reducción 
mecánica de materias primas 
Fabricación de biodiesel  
Gestión integral de residuos 
industriales 
 
Elaboración de patatas fritas  
Producción de bebidas no 
alcohólicas 
Residuos de la producción de 
bebidas no alcohólicas 
Envasado de miel y de otros 
productos elaborados 
Aguas de limpieza de 
instalaciones de miel y 
bidones contenedores 
Fabricación de caramelos de 
goma 
Agua residual azucarada 
Elaboración de productos 
alimenticios 
Pasta de maíz 
Fabricación y distribución de 
bebidas refrescantes 
Mezcla de bebidas 
refrescantes 




Empresa de transformación 
agraria 
Lodos de lavado y limpieza 
Elaboración de zumos de 
frutas y hortalizas 
 
   
 
 
